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CAPITOLO 1  
INTRODUZIONE 
 
1.1: GAS TRASMETTITORI 
Nelle ultime decadi, la ricerca dei ruoli farmacologici e fisiopatologici dei 
“gastrasmettitori” ha rappresentato una sfida nel campo della ricerca e quest’ultima 
ha portato alla conquista di conoscenze utili per quanto riguarda l’importanza 
biologica di questi composti endogeni in molti sistemi, assieme a pesanti 
implicazioni nella ricerca di nuovi farmaci (Moore PK et al., 2003; Olson KR and 
Donald JA, 2009). I gas trasmettitori sono molecole endogene di natura gassosa 
(Wang R,2002) coinvolte in più livelli nella regolazione di funzioni fisiologiche e 
patologiche delle cellule animali (Caliendo G et al., 2010; Szabo C, 2010; Peers C and 
Steele DS, 2012). Un gas-trasmettitore endogeno è caratterizzato dall’abilità di 
diffondere attraverso le membrane cellulari, da una ben regolata produzione a 
livello endogeno, dalla capacità di modulare funzioni/reazioni biologiche a 
concentrazioni fisiologiche e dalla presenza di target molecolari specifici (Wang R, 
2002); ad oggi sono state identificate tre molecole aventi tali proprietà, ovvero 
l'ossido nitrico (NO), il monossido di carbonio (CO) e il solfuro di idrogeno (H2S) (Van 
Den Born et al., 2016). L’ossido nitrico è il primo esempio di gas-trasmettitore ad 
essere stato studiato in maniera approfondita; la comprensione dei suoi molteplici 
ruoli nella modulazione fisiologica del sistema cardiovascolare ha fatto di questo gas 
trasmettitore una “pietra miliare”, che ha largamente influenzato lo sviluppo della 
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farmacologia del sistema cardiocircolatorio in questi anni. Successivamente, fu il 
monossido di carbonio a suscitare interesse per le sue caratteristiche di attivo 
modulatore biologico capace di indurre rilasciamento della muscolatura liscia 
vascolare e come cardio-protettore (Szabo C, 2010; Coletta et al., 2012). Infine, è 
emerso un terzo candidato come importante oggetto di ricerca farmacologica: 
recenti studi hanno indicato infatti che il solfuro di idrogeno, prima visto solo come 
agente tossico, è anch’esso un componente endogeno capace di esercitare una 
varietà di effetti fisiologici su sistemi differenti. In particolar modo, a livello del 
sistema cardiocircolatorio (Abe K and Kimura H, 1996; Doeller JE et al, 2005; Szabò C, 
2007) il solfuro di idrogeno, assieme all’ossido nitrico, riveste un ruolo importante 
nella regolazione della vasodilatazione, nella stimolazione dell’angiogenesi e nella 
cardio-protezione (Szabo C, 2010; Coletta et al., 2012). 
I gas trasmettitori sono inoltre caratterizzati da una breve emivita e una potenziale 
tossicità quando presenti in elevate concentrazioni (Kasparek MS et al., 2007): alte 
concentrazioni di NO sono fonti di specie reattive dell’ossigeno (ROS) che possono 
provocare danno soprattutto a livello del sistema cardiocircolatorio e del sistema 
nervoso centrale (Ponderoso JJ et al., 1996; Wei T et al, 2000; Sarkela TM et al., 
2001; Calabrese V et al.; 2007). La severa tossicità di CO e H2S è marcatamente 
documentata: CO previene il legame tra l’emoglobina e l’ossigeno, portando ad una 
morte rapida (Prockop LD et al, 2007) e concentrazioni relativamente elevate di 
solfuro di idrogeno possono promuovere potenziali effetti letali attraverso una 
compromissione della respirazione mitocondriale che può evolvere in altre 
condizioni patologiche come l’infiammazione, la sepsi e lo shock (Lowicka E and 
Beltwoski J, 2007). Comunque, a concentrazioni fisiologiche, tutti e tre questi gas 
giocano un ruolo fondamentale per svariate funzioni fisiologiche: per esempio, a 
livello della muscolatura liscia gastrointestinale attuano una inibizione della 
contrazione (Kasparek MS et al, 2007), a livello del sistema cardiovascolare 
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determinano vasodilatazione, promuovono l’angiogenesi ed esercitano un ruolo 
chiave nella cardio-protezione (Li L et al., 2009) ed infine sono coinvolti nella 
modulazione del processo di sepsi, nel quale sembrerebbe che questi gas esercitino 
effetti protettivi tramite una netta riduzione dell’infiammazione (Baumagart K et al., 
2009). 
 
         Ossido nitrico                  Monossido di Carbonio               Solfuro di idrogeno              
               (NO)                                              (CO)                                          (H2S)                             
L'ossido nitrico (NO) fu il primo gas trasmettitore ad essere identificato e studiato. 
La sua scoperta innescò una vera rivoluzione, in quanto si dimostrò che le molecole 
gassose potevano generare importanti segnali per la regolazione delle funzioni 
cellulari (Erdmann J. et al., 2013). Il monossido di azoto è prodotto nella maggior 
parte di cellule e tessuti animali tramite reazioni di tipo enzimatico e non 
enzimatico: la produzione enzimatica è legata all’enzima No-sintetasi (NOS) del 
quale se ne conoscono tre isoforme, ovvero neuronale (nNOS), endoteliale (eNOS) e 
inducibile (iNOS) (Ferdinandy P and Schulz R, 2003; Pacher P et al., 2007; Radi R, 
2013; Tennyson AG and Lippard SJ, 2011). 
L’NO gioca un importante ruolo di regolazione in praticamente tutti i tessuti 
(Stefano GB, 2003) e target importanti per questo gas-trasmettitore includono 
metallo-enzimi come la guanilato ciclasi solubile (GC), l’emoglobina e il complesso 
del citocromo (Ferdinandy P and Schulz R, 2003; Pacher P et al., 2007; Radi R, 2013; 
Tennyson AG and Lippard SJ, 2011) ; è soprattutto annoverato come un fattore 
vasorilasciante ed evidenze dimostrano che nei pazienti affetti da ipertensione si ha 
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generazione di ossido nitrico da parte delle cellule danneggiate (Taddei S. et al., 
1996). 
  
Il CO (monossido di carbonio) possiede funzioni simili per molti aspetti al NO (Wu L. 
and Wang R., 2005) e almeno un meccanismo di azione comune, ovvero la 
stimolazione della guanilato ciclasi solubile e l’incremento delle concentrazioni di 
cGMP (guanosina monofosfato ciclica) (Beltowski J et al., 2004; Herman ZS, 1997): il 
monossido di carbonio è in grado di determinare rilasciamento dei tessuti vascolari, 
di abbassare la pressione sanguigna e proteggere il cuore dal danno indotto dal 
processo di ischemia/riperfusione (Wang, 2014). Il monossido di carbonio è 
sintetizzato a partire dall’eme ossigenasi (HO-1 e HO-2) come risultato della sua 
degradazione, che porta alla formazione di ioni ferrosi (Fe2+), CO e biliverdina (Peers 
C and Steele DS, 2012) ed è normalmente ritracciabile a basse concentrazioni nel 
corpo umano; si è creduto infatti che giocasse importanti ruoli nella vasoregolazione 
e come antiinfiammatorio, anti proliferativo e anti apoptotico (Prockop LD et al., 
2007; Ryter SW et al., 2003); però, nel caso di esposizione ad alte dosi, il monossido 
di carbonio risulta essere altamente tossico per il corpo umano (Boehning D et al., 
2003; Weaver LK, 2009). 
 
Il solfuro di idrogeno (H2S)  è emerso come una importante molecola di segnale 
gassosa avente ruoli sia fisiologici che patologici, sulla stessa onda di NO e CO 
(Kimura Y et al., 2004; Tangerman A et al., 1985; Ubuka T et al., 2001; Whitfield NL 
et al., 2008; Zhong G et al., 2003; Zhu YZ et al., 2007): inizialmente si era pensato a 
questa molecola solo come gas estremamente tossico, il cui principale meccanismo 
di azione era la potente inibizione del citocromo c ossidasi mitocondriale 
(Reiffenstein RJ et al., 1992). Abe e Kimura suggerirono una decina di anni fa che H2S 
funzionava soprattutto come un neurotrasmettitore endogeno e descrissero sia la 
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sua produzione a livello cerebrale sia i suoi specifici target cellulari (Abe K. And 
Kimura H., 1996). Ulteriori studi poi indicarono come questa molecola potesse 
essere il candidato ideale ed interessante per la ricerca farmacologica e 
farmaceutica finalizzata allo sviluppo di nuove alternative terapeutiche contro le 
malattie cardiovascolari. Infatti, oltre a possedere le stesse proprietà benefiche del 
NO, l’H2S aveva dimostrato di non comportare la formazione di radicali liberi 
dell’ossigeno (ROS) ed era risultato in grado di prevenirne la formazione, denotando 
percio’ una attività antiossidante. (Whiteman et al., 2004; Whiteman et al., 2005). 
 
1.2: Il solfuro di idrogeno (H2S) 
1.2.1: Proprietà chimiche dell’H2S 
Il solfuro di idrogeno è un gas incolore con forte odore di uova marce (Wang, 2002) 
e la sua struttura è molto simile a quella dell’acqua; l’atomo di zolfo non è 
elettronegativo come quello dell’ossigeno, per cui il solfuro è meno polare rispetto 
all’acqua e presenta forze intermolecolari mediamente più deboli. 
L’H2S è molto solubile in soluzione acquosa e si trova dissociato negli ioni H+, HS- e 
S2-:                     
                                      H2S  H+ + HS-      (pk1 = 7.02) 
                                      HS-  H+ + S2-      (pk2 = 13.9) 
A condizioni fisiologiche di pH e temperatura, circa il 20% del totale della molecola 
esiste nella sua forma indissociata (H2S), mentre la rimanente parte (80%) si trova 
sotto forma di anione HS-, come teoricamente previsto dall’equazione di Henderso-
Hasselback (Dorman DC et al., 2002; Dombkowski RA et al., 2004); perciò, a 
condizioni fisiologiche, quantità significative di H2S e HS- coesistono ed entrambe le 
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specie contribuiscono direttamente alle azioni biologiche del solfuro di idrogeno 
stesso; i livelli dello ione S2- sono invece trascurabili, in quanto una dissociazione 
apprezzabile dello ione HS- richiederebbe valori alti di pH rispetto a quello fisiologico 
(Li L and Moore PK, 2008). A livello intracellulare, invece, la presenza di H2S e HS- è 
differente a seconda del pH riscontrato all’interno dei vari organelli; per esempio, la 
forma dissociata HS- sarà maggiormente dominante nei mitocondri (pH = 8) rispetto 
al citosol (pH = 7-7,2). La distribuzione delle due molecole ai due lati della 
membrana cellulare dipende dal pH sia del citosol che del fluido extracellulare: dato 
che il compartimento extracellulare (pH = 7,4) è maggiormente alcalino rispetto al 
citosol (pH= 7.0-7.2), l’H2S dissolverà preferenzialmente dal quest’ultimo al 
compartimento extracellulare (Kimura H, 2014). 
L’H2S dissolve molto bene anche nei tessuti lipidici e perciò riesce ad attraversare 
rapidamente le membrane cellulari nonostante queste contengano sostanze 
diffusione-resistenti, come il colesterolo e la sfingomielina (Mathai JC. Et al., 2009), 
e questa proprietà conferisce alla forma indissociata elevate potenzialità biologiche 
(Li L e Moore PK, 2008). Lo ione HS- invece non è in grado di oltrepassare i lipidi di 
membrana (Mathai JC. Et al., 2009). 
1.2.2: Biosintesi dell’H2S 
Il solfuro di idrogeno è prodotto in significative quantità in moltissimi tessuti e la più 
alta produzione la si riscontra nel cervello, nel sistema cardiovascolare, nel fegato e 
nel rene (Doeller JE et al., 2005). Il solo substrato per la sintesi di questa molecola è 
la L-cisteina, un amminoacido contenente zolfo, ampiamente diffuso nell’organismo; 
la L-cisteina è sintetizzata a partire dall’amminoacido L-metionina tramite una 
reazione denominata “trans-solforazione”, che prevede omocisteina come 
intermedio, oppure è liberata da proteine endogene. (Iciek M et al., 2005; Stipanuk 
MH, 2004). In alternativa, la L-cisteina può essere convertita nel 3-mercaptopiruvato 
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dall’enzima cisteina amino transferasi (CAT) e poi convertito ad H2S dall’enzima 3-
mercaptopiruvato solfotrasferasi (3-MST) (Li W et al., 2011):     
                        
                               Figura 1: meccanismi di biosintesi dell’H2S                    
L’H2S endogeno può essere prodotto nelle cellule animali mediante via sia 
enzimatica che non enzimatica: mediante quest’ultima, il solfuro di idrogeno viene 
prodotto tramite un processo di riduzione dello zolfo elementare in H2S sfruttando 
specie riducenti derivanti dall’ossidazione del glucosio: 
                    2C6H12O6 + 6S0 + 3H2O  3C3H6O3+ 6H2S + 3CO2 
Dalla reazione, emerge che per due molecole di glucosio consumate si ha la 
produzione di 6 molecole di solfuro di idrogeno e 2 di diossido di carbonio (Martelli 
A et al., 2012). 
Per quanto riguarda la via di sintesi enzimatica, il substrato dal quale è prodotto 
l’H2S è l’amminoacido L-Cisteina e il processo è catalizzato da due enzimi piridossali-




 L’enzima cistationina β-sintasi (CBS) è un enzima omotetramerico citosolico 5-
fosfato piridossale dipendente (PLP) (Li W et al., 2011) che inusualmente include 
come cofattore per la sua azione l’eme; questo enzima catalizza la formazione di H2S 
dalla L-cisteina attraverso una reazione di β-sostituzione (Chen X et al., 2004). Il CBS 
possiede tre domini strutturali: il dominio N-terminale (Kery V et al., 1994), il core 
centrale contenente un dominio catalitico e un dominio C-terminale contenente, 
invece, strutture regolatorie. La presenza dell’eme nel dominio N-terminale 
suggerisce che l’enzima puo’ essere regolato mediante meccanismi redox: infatti, 
l’ossidazione del gruppo eme porta ad un miglioramento dell’attività dell’enzima 
stesso, mentre la sua riduzione ne decrementa l’attività (Banerjee R et al., 2003). 
L’enzima cistationina γ-liasi (CSE) è anch’esso un enzima citosolico omotetramerico 
e PLP-dipendente ma è privo dell’eme come cofattore e la sua attività è regolata da 
bassi livelli intracellulari di calcio (Mikami et al., 2013). L’enzima idrolizza la L-
cisteina per formare H2S, piruvato ed ammoniaca; in alternativa, la L-cisteina può 
essere convertita in tiocisteina, che è poi trasformata in H2S e cisteina (Qu K et al., 
2008). Come la cistationina β-sintetasi, anche l’attività della cistationina γ-liasi puo’ 
essere regolata mediante meccanismi redox (Hassan MI et al., 2012). 
I due enzimi sono largamente espressi nelle cellule animali, ma la loro distribuzione 
non è omogenea (Kamoun P., 2004): per esempio, l’enzima CBS è largamente 
espresso nel sistema nervoso centrale (Robert K. Et al., 2003) e usualmente assente 
nel tessuto vascolare, dove la sua produzione può essere indotta solo sotto 
particolari condizioni. Al contrario, l’enzima CSE è considerato come il maggior 
produttore di H2S nel sistema cardiovascolare (Ishii et al., 2004), dove la quantità di 
solfuro di idrogeno prodotta è stimata essere nel range di 3-6 nmol/min/g di 
tessuto. Anche se originariamente si credeva che l’enzima CSE fosse espresso nelle 
cellule muscolari lisce vascolari ma non nelle endoteliali (Zhao W et al., 2001; Wang 
R, 2003), recenti studi immunochimici hanno proposto la localizzazione dell’enzima 
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prevalentemente nello strato endoteliale, mentre sembra essere scarsa la sua 
presenza nelle cellule vascolari (Yang G et al., 2008). 
Nelle cellule animali, H2S è prodotto mediante almeno quattro vie biosintetiche; 
nella prima via biosintetica, l’enzima CBS idrolizza la L-cisteina con la formazione, in 
maniera equimolare, di L-serina e H2S (Porter P et al., 1974): 
                                       
                        Figura 2: schema della prima via biosintetica 
Nella seconda reazione, due molecole di L-cisteina reagiscono per formare un 
dimero di L-cisteina, il quale viene poi scisso in tiocisteina, piruvato ed ammoniaca 
grazie all’azione dell’enzima CSE: la tiocisteina è poi coinvolta in due differenti 
processi: uno non enzimatico, che porta alla formazione di L-cisteina e H2S (Cavallini 
D. et al., 1962), oppure uno CSE-dipendente, che addiziona alla tiocisteina un 
composto tiolico R-SH per formare H2S e CysS-R (Stipanuk MH and Beck PW, 1982; 
Yamanishi T and Tuboi S, 1981): 
                                     
                           Figura 3: schema della seconda via biosintetica 
La terza reazione richiede la partecipazione dell’enzima cisteina aminotransferasi 
(CAT), il quale catalizza una reazione tra la L-cisteina e l’α-ketoglutarato per formare 
il 3-mercaptopiruvato e L-glutammato: i composti formati possono poi essere 
desolforati grazie alla 3-mercaptopiruvato solfotrasferasi in piruvato e H2S (Kuo SM 
et al., 1983; Shibuya N et al., 2009); in alternativa, quando sono disponibili gli ioni 
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solfito (SO32-), il 3-mercaptopiruvato può essere convertito il piruvato e tiosolfato 
(S2O32-), il quale, riducendo GSH, produce H2S, SO32- e glutatione ossidato (GSSG): 
                 
                           Figura 4: schema della terza reazione biosintetica 
Infine, nella quarta reazione enzimatica, la L-cisteina e il solfito sono convertiti in L-
cisteato e H2S grazie all’enzima cisteina liasi (Li L et al., 2009): 
                                   
                          Figura 5: schema della quarta reazione biosintetica 
L’attività dei due enzimi può essere severamente influenzata da fattori endogeni ed 
esogeni: per esempio, nel cervello l’attività della CBS è regolata dagli ioni Ca2+ e dalla 
calmodulina, perciò la produzione di H2S CBS-dipendente è catalizzata da fattori che 
incrementano i livelli intracellulari dello ione calcio (Dominy JE and Stipanuk MK, 
2004); al contrario, il monossido di azoto (NO) inattiva la CBS (Eto K and Kimura H, 
2002; Eto K. Et al.; 2002). Se si considera il sistema cardiocircolatorio, la produzione 
di H2S CSE-mediata è catalizzata da molecole NO-donor mediante meccanismo 
cGMP-dipendente (Zhao W et al., 2003). 
 
1.2.2.1: Regolazione del rilascio degli enzimi produttori di H2S 
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Si sa poco riguardo la regolazione del rilascio del solfuro di idrogeno da parte degli 
enzimi CSE e CBS. Nel cervello, le stimolazioni elettriche e i neurotrasmettitori 
eccitatori incrementano rapidamente l’attività del CBS mediante meccanismo 
Ca2+/calmodulina dipendente. Entrambi i recettori per il glutammato, ovvero N-
metil-D-aspartato (NMDA) e α-ammino-3-idrossi-5-metil-4-isossazolopropionato 
(AMPA), sono coinvolti in questo effetto. La S-adenosil-metionina (SAM), un 
prodotto intermedio del metabolismo della metionina e maggior donatore di gruppi 
metilici, è un attivatore allosterico dell’enzima CBS (Eto K et al., 2002). 
Anche gli ormoni sessuali sembrerebbero regolare la produzione cerebrale di H2S 
CBS-mediata: si è infatti visto che i livelli del gas-trasmettitore sono più alti nei ratti 
maschi rispetto a quelli femmina e si osserva inoltre una diminuzione dei livelli di 
solfuro di idrogeno nei maschi castrati (Eto K and Kimura H, 2002). Un donatore di 
NO, il sodio nitroprussiato, incrementa l’attività del CBS cerebrale in vitro ma questo 
è un effetto NO-indipendente che risulta dalla modificazione chimica del gruppo 
cisteinico dell’enzima (Eto K et al., 2002). Al contrario, l’NO da solo può catturare ed 
inattivare il CBS (Puranik M et al., 2006; Taoka S and Banerjee R, 2001). Su un 
preparato di aorta di ratto, composti NO-donors incrementano nettamente la 
produzione di solfuro di idrogeno CSE-dipendente mediante un meccanismo cGMP-
dipendente (Zhao W et al., 2003); inoltre, una incubazione prolungata di una coltura 
di cellule vascolari lisce in presenza di NO-donors incrementa l’MRNA del CSE e i 
livelli proteici dell’enzima stesso (Zhao W et al., 2001). 
Il significato fisiologico di NO nei confronti della produzione di H2S è anche 
supportato dal fatto che i livelli di solfuro di idrogeno circolante così come 
l’espressione del gene di CSE e la sua attività a livello del sistema cardiocircolatorio 
sono ridotti nei ratti cronicamente trattati con inibitori dell’enzima NOS. Perciò, NO 
è probabilmente un regolatore fisiologico della produzione di H2S nel sistema 




1.2.3: Meccanismo di rilascio dell’H2S: 
Esistono due meccanismi per il rilascio dell’H2S:  
1) Può essere immediatamente rilasciato dopo la sua produzione da parte degli 
enzimi adibiti a questa funzione; 
2) Dopo essere stato sintetizzato, può essere immagazzinato e rilasciato in 
risposta a segnali fisiologici.  
Nelle cellule sono state identificate due forme di riserva di zolfo (Ogasawara Y et al., 
1993; Toohey JI, 1989); in particolare, condizioni di pH acido determinano il rilascio 
di H2S dallo zolfo acido-labile. Un’altra forma di deposito è chiamata “Bound sulfane 
sulfur”, la quale determina il rilascio di H2S sotto condizioni di riduzione (Ogasawara 
Y et al., 1994). Lo zolfo acido-labile è l’atomo di zolfo presente nel complesso ferro-
zolfo, il quale gioca un ruolo importante in una vasta gamma di reazioni redox negli 
enzimi della catena respiratoria mitocondriale. Il valore di pH al quale H2S è 
rilasciato dallo zolfo acido-labile è 5.4 (Ishigami M et al., 2009): dato che il pH 
mitocondriale si attesta attorno a valori di 7-8, il solfuro di idrogeno non verrà 
rilasciato in condizioni di pH fisiologico. 
L’atomo di zolfo del solfuro di idrogeno puo’ essere introdotto nelle proteine come 
riserva zolfo- solfuro, ovvero come un atomo di zolfo bivalente legato solo ad altri 
atomi di zolfo, come quelli interni alla catena di atomi di polisolfuri. La cisteina è 
metabolizzata per produrre solfuro, che è introdotto nel pool della riserva di zolfo 
(Daniels KM and Stipanuk MH, 1982). Le cellule che esprimono gli enzimi 3-
mercaptotionina (3MST) e cisteina amino-trasferasi (CAT) incrementano i livelli di 
questa riserva, mentre quelle che manifestano una mutazione dell’enzima 3MST, e 
quindi non producono H2S, ne mantengono livelli controllati (Nagahara N, Nishino T, 
1996; Shibuya N et al., 2009). Il livello intracellulare della riserva dello zolfo è 
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dipendente sia dalla produzione di H2S mediata dall’enzima 3-mercaptotionina sia 
dal fatto che, dopo la sua produzione, il solfuro di idrogeno sia immagazzinato come 
riserva di zolfo nelle cellule (Kimura H, 2011). 
                                            





1.2.4: Catabolismo dell’H2S 
                                
Figura 7: le tre vie del catabolismo di H2S che avvengono a livello di vari distretti 
dell’organismo 
Per quanto riguarda le reazioni responsabili della “distruzione” del solfuro di 
idrogeno, è noto che l’H2S è una specie riducente la quale può essere facilmente 
processata da una varietà di agenti ossidanti circolanti (Whiteman M et al., 2004; 
Whiteman M et al., 2005; Chang L. et al., 2008; Geng B et al.; 2004). 
La prima reazione (Figura 7) mostra la reazione di catabolismo che avviene a livello 
mitocondriale: in questo organello, l’H2S è rapidamente ossidato a tiosolfato (S2O32-) 
che è poi convertito in solfito (SO32-) e solfato (SO42-); l’ossidazione a tiosolfato è 
probabilmente una reazione non enzimatica associata al trasporto di elettroni nella 
respirazione mitocondriale (Searcy DG, 1996). La conversione del tiosolfato a solfito 
è catalizzata dall’enzima TST (thiosulfate-cyanide sulfurtrasferase) che trasferisce 
l’atomo di zolfo dal tiosolfato all’anione CN- o ad altri accettori (Picton R et al., 
2002); il solfito che origina da questa reazione è rapidamente ossidato a solfato 
dall’enzima solfito ossidasi. Pertanto, sotto condizioni fisiologiche il solfito è il 
maggior prodotto finale del catabolismo del solfuro di idrogeno (Kamoun P, 2001). 
La seconda reazione (Figura 7) consiste nella metilazione dell’H2S da parte 
dell’enzima tiolo S-metiltrasferasi (TSMT) a metantiolo (CH3-SH) e successivamente a 
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dimetilsolfito (CH3-S-CH3) (Furne J. et al., 2001); questa reazione si verifica 
maggiormente a livello del citosol (Levitt MD et al, 1999; Picton R et al, 2002). 
Infine, la terza reazione (Figura 7) prevede che l’H2S sia catturato dalla 
metaemoglobina per formare sulfoemoglobina. (Lowicka E and Beltowski J, 2007).  
 
1.3: Funzioni fisiologiche del solfuro di idrogeno 
È largamente riconosciuto che alte concentrazioni di H2S (circa 50µM) interferiscono 
con l’attività di respirazione mitocondriale, causando una completa inibizione non 
competitiva del quarto complesso, il citocromo ossidasi (Nicholls P and Kim JK, 1982; 
Volkel S and Grieshaber MK, 1996); invece, ricerche piu’ recenti hanno evidenziato 
che minori concentrazioni del gas trasmettitore (circa 20µM) possono funzionare da 
substrato capace di donare elettroni per il trasporto degli stessi a livello 
dell’ubiquinone (Goubern M et al., 2007). Questi elettroni seguono la catena della 
respirazione, passando al complesso III, al citocromo ossidasi e, infine, all’ossigeno 
(Theissen U and Martin W, 2008). Questo duplice aspetto relativo all’ H2S suggerisce 
l’esistenza di un livello soglia del gas stesso, abile nel discriminare effetti benefici e 
effetti tossici, i quali possono portare a morte della cellula (Pun PB et al., 2010). 
Sulla linea del ben noto comportamento dei solfiti inorganici e organici, il primo 
meccanismo dell’attività biologica del solfuro di idrogeno si può identificare 
nell’interazione coi sistemi di redox: infatti, l’H2S reagisce con una vasta gamma di 
specie reattive differenti, come i radicali anionici superossidi (Mitsuhashi H et al., 
2005), il perossido di idrogeno (Geng B et al, 2004), i perossinitriti (Whiteman M et 
al., 2004) e gli ipocloriti (Whiteman M et al., 2005) e la loro neutralizzazione da 
parte del gas-trasmettitore si risolve in una protezione delle proteine e dei lipidi dal 
danno indotto da parte di queste molecole (Whiteman M et al., 2004; Whiteman et 
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al., 2005).  Un altro ruolo citoprotettivo non specifico del H2S è stato identificato 
anche nella soppressione della produzione di ROS (specie reattive dell’ossigeno), 
nella riduzione dell’up-regolation dell’espressione della 3-caspasi, nella prevenzione 
della diminuzione di glutatione (GSH) (tripeptide aventi proprietà antiossidanti) e 
della caduta del potenziale di membrana mitocondriale nel cardiomiociti di ratto 
(Chen S-L et al.; 2009). 
Accanto a questi meccanismi di azione aspecifici, l’H2S puo’ esercitare le sue azioni 
anche attraverso l’interazione con target molecolari specifici; in particolare, in molti 
sistemi, l’azione del solfuro di idrogeno è mediata dall’attivazione di canali al 
potassio ATP-dipendenti (Zhao W et al.; 2001). 
1.3.1: Effetti del solfuro di idrogeno sui canali 
ionici 
Canali KATP 
I canali KATP sono strutture ubiquitarie e il loro ruolo è particolarmente importante 
nella regolazione di funzioni biologiche in molti tessuti e sistemi, come per esempio i 
neuroni, i cardiomiociti, le cellule pancreatiche e le cellule muscolari lisce (Nichols 
CG, 2006). I canali ATP-dipendenti esibiscono nella loro architettura un eterodimero 
ottaedrico composto da una combinazione di due tipi di subunità transmembrana: 
una proteina a forma di poro (Kir) e una proteina regolatoria (SUR); in particolare, i 
canali KATP sono formati da quattro proteine Kir appartenenti alla sottofamiglia 6 
(Kir6) e ognuna di queste è associata ad una subunità SUR (Miki T and Seino S, 2005; 
Bryan J et al., 2004). I tessuti esprimono canali KATP formati da differenti 
combinazioni di subunità Kir-6 e SUR: tipicamente, i canali cardiaci risultano 
composti dall’associazione delle proteine Kir6.2 e SUR2A, mentre nelle cellule 
vascolari lisce si hanno canali formati da Kir6.1 e SUR2B. 
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Questi canali dimostrano un alto livello di complessità nella loro struttura, in quanto 
comprendono 96 domini transmembrana e dodici siti di binding nucleotidico. 
Differenti classi di farmaci e di composti endogeni sono sia attivatori che inibitori di 
questi canali ed esercitano il loro effetto attraverso interazioni molecolari con 
differenti siti di azione: per quanto riguarda l’H2S, il sito di interazione dei canali è 
localizzato sulla subunità SUR, in particolare nella porzione N-terminale 
extracellulare (Jiang B. et al, 2009). 
Canali BK 
Accanto ai canali sopra citati, anche altri canali al potassio sembrano essere possibili 
target del solfuro di idrogeno, come per esempio i canali al potassio Ca2+ dipendenti; 
questi sono stati classificati in tre tipi, in accordo con la tipologia di conduttanza, 
ovvero i SK (small conductance, 2-25 pS), gli IK (intermediate conductance, 25-100 
pS) e i BK (big conductance, 100-300 pS) (Martelli et al., 2012). I canali BK 
possiedono l’unicità di una duplice possibilità di attivazione: attraverso la 
concentrazione di calcio intracellulare e tramite potenziale di membrana, e ciò si 
verifica in maniera indipendente ma sinergica (Hoorigan FT and Aldrich RW; 2002). 
Queste strutture possiedono ruoli biologici importanti in quanto sono coinvolti in 
una miriade di funzioni fisiologiche come la regolazione del tono vascolare (Eichhorn 
B and Dobrev D, 2007), la secrezione di ormoni (Brunton PJ et al., 2007; Wang et al., 
1992), il rilascio di neurotrasmettitori e la regolazione dell’attività elettrica cellulare 
(Calderone V, 2002; Salkoff L et al.; 2006). Recenti esperimenti hanno dimostrato 
che l’H2S incentiva la corrente in uscita del BK, inducendo un reversibile incremento 
di canali aperti probabilmente in una maniera voltaggio-dipendente ma calcio-
indipendente (Sitdikova GF et al., 2010): questa scoperta sui canali BK ha fortemente 






In base a studi funzionali, Schleifenbaum e altri (Schleifenbaum J et al., 2010) e Kohn 
e altri (Kohn C et al., 2012) hanno recentemente ipotizzato che l’H2S possa agire 
come un fattore rilasciante endogeno derivante dagli adipociti e che determini 
l’attivazione di canali al potassio Kv7 vascolari voltaggio dipendenti: questi giocano 
un ruolo cruciale nella stabilizzazione del potenziale di membrana a livelli negativi 
così da contrastare l’eccitabilità elettrica in diversi tipi cellulari (Robbins J., 2001). Ad 
oggi, sono stati riconosciuti cinque sottotipi di canali Kv7 e ognuno di essi presenta 
distribuzione distinta nei tessuti (Soldovieri MV et al.; 2011): studi meno recenti 
hanno dimostrato che i canali Kv7.1 sono largamente espressi nel cuore (Saarinen K 
et al., 1998; Wang HS et al., 2000), mentre i sottotipi Kv7.2 e Kv7.3 sono 
predominatamente espressi nel sistema nervoso centrale. Recentemente, è stato 
dimostrato che i sottotipi Kv7.4 e Kv7.5 sono, in primis, espressi nelle cellule di 
muscolatura liscia vascolare (Ohya S et al., 2003; Greenwood IA and Ohya S, 2009). 
Fisiologicamente, l’attività di questi canali contribuisce all’iperpolarizzazione delle 
cellule della muscolatura liscia vascolare (Stott JB et al., 2015). I canali Kv7 sono 
target farmacologici importanti per l’azione di H2S e l’attivazione diretta di questi 
canali ionici rappresenta una parte significativa dell’azione vasorilasciante mediata 







1.4: Effetti del solfuro di idrogeno a livelli dei 
vari distretti dell’organismo 
                                  
 







Figura 8: schema delle azioni del solfuro di idrogeno a livello di vari sistemi 
nell’organismo 
1.4.1: Azione a livello del sistema cardiovascolare 
La crescente conoscenza degli effetti significativi del solfuro di idrogeno a livello del 
cuore e dei vasi sta chiarendo l’importanza di questo gas-trasmettitore nel controllo 
dell’omeostasi del sistema cardiocircolatorio. In particolare, sta emergendo come 
l’H2S dimostri quasi tutti gli effetti benefici del NO, senza l’insorgenza di metaboliti 
tossici (Lefer DJ; 2007). Il solfuro di idrogeno evoca una risposta vasorilasciante a 
livello della muscolatura liscia vascolare e questa azione si è osservata nei grandi 
vasi, come l’aorta di ratto e la vena porta (Hosoki R et al., 1997) così come (e con la 
















grandi arterie nella regolazione della resistenza vascolare e nella pressione arteriosa 
(Cheng Y et al., 2004). È attualmente riconosciuto che l’H2S è capace di indurre 
vasorilasciamento soprattutto (ma non esclusivamente) grazie all’apertura dei canali 
KATP delle cellule muscolari lisce vascolari (Zhao W. Et al., 2001); studi di 
elettrofisiologia hanno inoltre dimostrato che il solfuro di idrogeno induce le 
correnti dei canali KATP dipendenti e induce l’iperpolarizzazione di membrana nelle 
cellule isolate di muscolatura liscia vascolare (Zhao W. Et al., 2001; Cheng Y et al., 
2004; Tang G et al., 2005). In accordo con questi effetti a livello vascolare, una 
deficienza di H2S a livello endogeno può evolversi e portare alla condizione 
patologica dell’ipertensione (Yan H. et al., 2004). 
L’ipertensione arteriosa è una malattia caratterizzata dall’aumento stabile dei valori 
della pressione arteriosa sistolica e diastolica al di sopra dei 140 mmHg e 90 mmHg, 
rispettivamente. In base all’eziopatogenesi, questa condizione patologica può 
classificarsi come: essenziale, laddove non sono identificabili le cause, e secondaria, 
dove sono identificabili specifiche cause. L’ipertensione essenziale costituisce il 90% 
dei casi di ipertensione.  
La prevalenza dell’ipertensione arteriosa nella popolazione globale è stimata essere 
circa il 28-31% ed è il più frequente fattore di rischio cardiovascolare nei paesi 
industrializzati; l’ipertensione raddoppia infatti il rischio di eventi cardiovascolari 
nefasti e triplica quello per lo scompenso cardiaco. I meccanismi patogenetici 
responsabili dell’aumento del rischio cardiovascolare nel paziente iperteso sono 
riconducibili alla rapida progressione della malattia aterosclerotica, allo sviluppo di 
ipertrofia ventricolare sinistra e alla compromissione della funzione renale. Gli 
organi bersaglio dell’ipertensione arteriosa sono essenzialmente cuore, vasi 
arteriosi, encefalo e rene. 
 Danno cardiaco: l’ipertrofia ventricolare sinistra rappresenta una delle 
manifestazioni più frequenti di danno d’organo nell’ipertensione arteriosa; il 
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suo sviluppo è un processo multifattoriale che coinvolge fattori genetici, 
emodinamici e ormonali e le alterazioni strutturali date da questa patologia 
compromettono la funzione sistolica e diastolica del cuore, comportando un 
aumento del rischio di sviluppo di scompenso cardiaco. Alla regressione 
dell’ipertrofia si associa il controllo della pressione arteriosa e altri fattori; 
 Danno vascolare: l’ipertensione arteriosa induce alterazioni funzionali e 
strutturali delle arterie di grande e medio calibro, che predispongono a lesioni 
aterosclerotiche. Lo sviluppo di danno vascolare nei soggetti ipertesi è un 
processo mutifattoriale ed è causato, oltre che dall’aumento dei valori della 
pressione arteriosa, da altri fattori di rischio quali età, fumo e obesità. 
 Danno renale: lo sviluppo di questo nell’ipertensione arteriosa inizia con la 
perdita di meccanismi di autoregolazione del flusso renale: in questo modo, 
l’aumento di pressione arteriosa sistemica si trasmette direttamente ai 
glomeruli, determinando dapprima uno stato ipertensivo glomerulare e, 
successivamente, glomerulo-sclerosi e, infine, insufficienza renale; 
 Danno cerebrale: lo sviluppo di questo danno nell’ipertensione arteriosa inizia 
con la perdita dei meccanismi di autoregolazione del flusso cerebrale e ciò 
comporta una maggiore predisposizione all’ischemia cerebrale per 
abbassamento della pressione arteriosa. Il distretto maggiormente 
interessato a questo fenomeno è la sostanza bianca sottocorticale in 
corrispondenza delle aree paraventricolari (Rugarli C et al; 2015). 
A livello cardiovascolare H2S esercita anche un ruolo cardioprotettivo diretto sui 
cardiomiociti, per esempio in caso di (Shen Y et al., 2015):  
 Ischemia/riperfusione miocardica: rappresenta una delle cause critiche per la 
distruzione del tessuto che si verifica durante l’infarto del miocardio; sebbene 
la riperfusione allevi l’ischemia, determina anche una complessa reazione che 
conduce a lesioni cellulari da parte di fattori infiammatori e specie in grado di 
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indurre danno cellulare (Dhalla NS et al., 2000). Il solfuro di idrogeno gioca un 
importante ruolo come mediatore della precondizione ischemica, un 
meccanismo autoprotettivo cardiaco contro il danno arrecato da questo 
processo: i canali KATP sono effettori fondamentale del processo di 
autoprotezione del cuore (Johansen D et al.,2006) perciò la loro attivazione da 
parte del solfuro di idrogeno si pensa sia coinvolta in questo meccanismo di 
cardioprotezione (Calvert JW et al.,2009); 
 Infarto del miocardio: l’infarto miocardico è la maggior causa di morte in 
tutto il mondo; esso si verifica quando una arteria coronaria si occlude e porta 
conseguentemente a una carenza di ossigeno al miocardio e alla morte dei 
cardiomiociti e cellule normocitiche (Olivetti G. et al., 1996; Anversa P. et al., 
1998). Il gruppo di ricerca di Shen Y. ha dimostrato per la prima volta che un 
decremento dei livelli di H2S nel plasma erano associati con un incremento del 
calibro infartuale e, perciò, della mortalità (Shen Y et al., 2015) e questo 
gruppo di ricerca ha inoltre scoperto che la S-propargil-cisteina, un nuovo 
modulatore del solfuro di idrogeno endogeno, è in grado di proteggere il 
cuore dall’infarto grazie alla riduzione dei deleteri effetti ossidativi tramite 
l’incremento dell’attività dell’enzima CSE e della concentrazione del gas-
trasmettitore nel plasma (Wang Q. et al., 2010). In piu’, Shen Y ed il suo team 
di ricerca hanno scoperto che l’incremento in vivo dei livelli di CSE e H2S da 
parte della famiglia dei miR-30 puo’ ridurre il calibro infartuale, far decrescere 
il numero delle cellule apoptotiche nell’area periinfartuale e agevolare la 
funzione cellulare in risposta al danno indotto dall’infarto (Shen Y et al., 2014). 
Qipshidze et al. hanno poi dimostrato che il solfuro di idrogeno può 
considerevolmente migliorare il calibro infartuale e preservare la funzione del 
ventricolo sinistro durante lo sviluppo dell’infarto nei ratti; questo effetto 
cardioprotettivo è associato con la ripresa dell’angiogenesi data dall’inibizione 
da parte di proteine anti angiogeniche e con la stimolazione di fattori pro 
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angiogenici come il fattore endoteliale di crescita vascolare (VEGF) (Qipshidze 
N et al., 2012). 
 Aritmia cardiaca: l’aritmia cardiaca costituisce il maggior rischio di morte 
improvvisa dopo l’occlusione delle arterie coronarie. Può verificarsi anche in 
seguito ad episodi di ischemia/riperfusione ed in questo caso la causa 
primaria è da ritrovarsi nei metaboliti endogeni, come i ROS, la trombina e 
fattori attivanti piastrinici, prodotti ed accumulati nel miocardio durante 
l’episodio di riperfusione (Pourkhalili K. Et al., 2009). Zhang et al hanno 
osservato che la riperfusione con un donatore esogeno di H2S dopo l’ischemia 
attenuava il fenomeno aritmico in cuori isolati riperfusi mediante tecnica di 
Langendorff, e agevolava la funzione cardiaca durante l’ischemia/riperfusione 
; questi effetti potevano essere annullati dai bloccanti dei canali KATP come la 
glibencidamide, e ciò sembrava indicare che l’effetto cardioprotettivo del 
solfuro di idrogeno nei confronti delle aritmie durante la riperfusione può 
parzialmente dipendere dall’apertura dei canali KATP stessi (Zhang Z. et al., 
2007); Bian et al. hanno inoltre dimostrato che il blocco della produzione 
endogena del solfuro di idrogeno incrementi sia la durata dell’aritmia indotta 
da ischemia/riperfusione sia la severità della stessa (Bian JS et al., 2006). 
Infine, Yong et al. hanno scoperto che la carente produzione del solfuro di 
idrogeno durante l’ischemia potrebbe essere causata da una sovra 
stimolazione del sistema β adrenergico, il quale è strettamente collegato con 
l’incidenza dell’aritmia a livello del ventricolo sinistro: una somministrazione 
esogena di H2S può modulare negativamente le funzioni di questo sistema 
grazie all’inibizione dell’attività dell’adenilato ciclasi proteggendo così il cuore 
dalle aritmie (Huang JL et al., 2012). 
 Aterosclerosi: è noto che sia l’NO che il CO prodotti a livello arterioso 
inibiscono l’aterosclerosi grazie alle loro attività anti infiammatorie, anti 
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aggreganti piastriniche e anti proliferative. Perciò sono stati eseguiti 
esperimenti per verificare se anche il solfuro di idrogeno fosse coinvolto nel 
processo di aterosclerosi: in vivo, la somministrazione di un donatore esogeno 
di H2S attenua il rimodellamento vascolare nei ratti spontaneamente ipertesi, 
l’ipossia indotta dall’ipertensione polmonare e l’ipertensione indotta dal 
blocco cronico degli enzimi NOS (Yan H et al., 2004; Zhong G et al., 2003). Ciò 
suggerisce che il solfuro di idrogeno abbia molteplici effetti sul letto vascolare, 
tra cui l’induzione dell’apoptosi nelle cellule muscolari lisce di aorta umana 
(Yang G et al., 2004; Yang G et al., 2006). Pertanto, il solfuro di idrogeno 
potrebbe ridurre la crescita della lesione aterosclerotica. Gli altri effetti del 
gas-trasmettitore che sono rilevanti per il processo aterosclerotico consistono 
nell’influenza sulla reazione infiammatoria a livello vascolare, che gioca un 
ruolo importante nella destabilizzazione e conseguente rottura della placca 
aterosclerotica stessa (Oh GS et al., 2004). 
La calcificazione vascolare spesso si accresce nei pazienti ipertesi o aventi 
aterosclerosi: la calcificazione riduce l’elasticità dell’arteria così come promuove la 
trombosi e la rottura della placca; il progredire della calcificazione è associata anche 
alla trasformazione delle cellule di muscolatura liscia in cellule osteoblasti-simili e il 
processo è accompagnato dall’espressione dell’alcalino fosfatasi, dell’osteopontina, 
osteocalcina e osteonectina. In aggiunta, la somministrazione di un donatore 
esogeno di solfuro di idrogeno ha dimostrato un miglioramento del processo di 
calcificazione grazie ad una evidente riduzione del contenuto di Ca2+ vascolare, una 
riduzione dell’attività dell’alcalino fosfatasi e dell’espressione dell’osteopontina. 
 Fibrosi del miocardio: questa condizione patologica è caratterizzata da un 
netto accumulo di proteine nella matrice extracellulare dell’interstizio 
cardiaco e contribuisce alle disfunzioni sia sistoliche che diastoliche in molti 
processi di disordini cardiaci (Qi GM et al., 2014). Mishra et al. scoprirono che 
la fibrosi e l’apoptosi nella disfunzione cardiaca cronica erano reversibili grazie 
29 
 
alla somministrazione di solfuro di idrogeno, il quale era associato ad un 
decremento dello stress ossidativo e proteolitico (Mishra PK et al., 2010). In 
aggiunta, Huang et al rivelarono che l’H2S preveniva marcatamente la crescita 
della fibrosi cardiaca e diminuiva il contenuto di collagene nel tessuto 
cardiaco grazie all’inibizione dell’attività intracardiaca di Ang-II. È noto che nei 
fibroblasti dei ventricoli cardiaci siano espressi una moltitudine di canali al 
potassio (Li GR et al., 2009), e che la loro modulazione potrebbe avere 
conseguenze significative sulla fibrosi cardiaca: Sheng et al. provarono che il 
solfuro di idrogeno poteva potenzialmente modulare la fibrosi grazie 
all’inibizione della conduttanza al calcio attivata dalle correnti al potassio 
(canali BKCa) e i canali sensibili alla corrente del potassio in entrata (IKir), 
indipendentemente dai canali KATP, portando così ad un decremento della 
proliferazione e alla soppressione del fattore di crescita β-1 che induce la 
trasformazione dei miofibroblasti in fibroblasti atriali (Sheng J et al., 2013). 
Infine, Sheng et al provarono che la somministrazione esogena di H2S 
attenuava la risposta infiammatoria e fibrotica indotta dal fenomeno di 
ischemia/riperfusione (Sheng et al., 2015). 
 
Il solfuro di idrogeno (così come l’NO) è poi implicato in un range di altri effetti 
biologici che sono rilevanti per quanto riguarda un controllo poliedrico del sistema 
cardiovascolare (Zagli G et al., 2007) e, similmente agli altri due gas-trasmettitori, gli 
effetti del solfuro di idrogeno sono mediati da diversi segnali molecolari e cellulari: i 
meccanismi secondo i quali il solfuro di idrogeno attua una cardio protezione 
avvengono attraverso una azione antiossidativa, una preservazione della funzione 
mitocondriale, una riduzione dell’apoptosi dei cardiomiociti, una risposta anti-
infiammatoria, una azione angiogenica, una regolazione dei canali ionici e un 
incremento della produzione di NO (Shen et al., 2015). 
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Figura 9: schema delle azioni cardioprotettive del solfuro di idrogeno a livello 
cardiovascolare 
 Azione antiossidante: lo stress ossidativo è un processo dovuto a uno 
squilibrio tra i sistemi perossidanti e antiossidanti; lo stress ossidativo causato 
da un danno cellulare porta ad una eccessiva produzione di ROS, come gli 
anioni superossidi (O2-), radicali degli idrossidi (OH -), perossinitriti (ONOO-) e 
perossidi di idrogeno (H2O2). Gli episodi di maggior danno al cuore sono 
associati con la produzione di ROS, e si include l’ischemia miocardica, 
l’ipertrofia cardiaca, la fibrosi miocardica e le aritmie. La robusta azione 
antiossidante mediata da H2S è associata con la diretta eliminazione dei ROS 
e/o un incremento dell’espressione e della funzione degli enzimi antiossidanti 
(Sun WH et al.,2012). 
 Preservazione della funzione mitocondriale: la funzione dei mitocondri è 
compromessa in caso di condizioni ipossiche o in presenza di incremento di 
ROS (Mari’ et al., 2009). Crescenti evidenze hanno dimostrato che l’H2S 
possiede l’abilità di protezione dei mitocondri e, in ultimo, promuove la 
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respirazione e la biogenesi (Elrod J.W et al., 2007). In piu’, il solfuro di 
idrogeno influenza l’attività mitocondriale delle cellule cardiache tramite 
l’inibizione del citocromo c ossidasi mediante una via reversibile e potente, 
con la quale guida la preservazione delle strutture e funzioni dei mitocondri 
stessi (Wang X et al., 2011).  
 Attività antiapoptotica: molti dati indicano che gli effetti antiapoptotici del 
solfuro di idrogeno sono prettamente improntati alla preservazione della 
funzione mitocondriale e molte delle sue funzioni citoprotettrici durante uno 
stato cardiaco ischemico potrebbero essere il risultato di una potente azione 
a livello mitocondriale (Murphy E and Steenbergen C, 2007). È riportato che 
l’H2S può proteggere i cardiomiociti contro l’apoptosi glucosio-mediata grazie 
all’alterazione dell’espressione genica di Bax e Bcl-2 (Zhou X e Lu X; 2013). 
 Azione anti-infiammatoria: l’infiammazione è coinvolta nella maggior parte 
dei processi patologici dell’ischemia miocardica; per esempio, le citochine 
mediano lo sviluppo dell’ischemia e deprimono la funzione miocardica 
(Pomerantz BJ. Et al., 2001). Alcuni studi hanno evidenziato un doppio ruolo 
che il solfuro di idrogeno potrebbe svolgere nel processo antiinfiammatorio: 
Elrod et al (2007) hanno infatti dimostrato che, durante la riperfusione 
cardiaca, l’H2S diminuisce il numero di leucociti nella zona ischemica e di 
neutrofili nel tessuto miocardico. In aggiunta, è stato scoperto che il solfuro 
di idrogeno riduce, in vivo, le interazioni cellulari leucociti-endotelio (Elrod et 
al., 2007); in altri studi, si è visto che gli H2S donors come NaHS sono capaci di 
inibire l’aderenza leucocitaria e la infiammazione risultante tramite 
l’attivazione dei canali KATP (Zanardo R.C.O et al., 2006). 
 Azione angiogenica: l’azione cardioprotettiva del solfuro di idrogeno può 
essere svolta anche tramite l’azione angiogenica nell’area ischemica del 
cuore (Szabò e Papapetropoulos, 2011); l’angiogenesi è molto importante nel 
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caso di ischemia cronica in quanto un tessuto scarsamente vascolarizzato 
risulta carente nella funzione. Perciò, l’incremento della vascolarizzazione e 
della riperfusione cellulare unito alla crescita dei cardiomiociti sono processi 
critici per la prevenzione della progressione dell’infarto miocardico. In un 
modello infartuale-indotto, la somministrazione di H2S induce l’angiogenesi 
nel miocardio e decelera la progressione del rimodellamento del ventricolo 
sinistro (Polhemus DJ et al., 2013). Sono molteplici i meccanismi segnale 
coinvolti in questo processo e, tra questi, si include l’attivazione dei canali 
KATP (Zhao WM et al., 2001). Inoltre, il gas trasmettitore può stimolare tale 
processo tramite l’enzima fosfatidilinositolo-3 chinasi e l’attivazione di Akt 
(Szabo’ e Papapetropoulos, 2011). Il solfuro di idrogeno può inoltre attivare il 
fattore inducibile dell’ipossia 1a e, così, incrementare l’espressione del 
fattore di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF) (Kai S et al., 2012), un 
fattore chiave nell’angiogenesi fisiologica, e dei suoi specifici recettori 
(Qipshidze N et al., 2012). È inoltre riportato che il solfuro di idrogeno riesce a 




1.4.2: Azione a livello di altri distretti 
      -  Sistema nervoso centrale 
Nel 1996, Abe e Kimura hanno dimostrato, tramite l’ausilio di un omogenato di 
cervello, una alta espressione dell’enzima CBS nell’ippocampo e nel cervelletto di 
ratto (Abe K and Kimura H, 1996). Ulteriori studi hanno poi evidenziato che l’H2S 
gioca ruolo chiave per importanti funzioni del sistema nervoso centrale: attraverso 
la sensibilizzazione dei recettori NMDA (N-metil D aspartato) del glutammato, il 
solfuro di idrogeno contribuisce all’induzione del potenziale a lungo termine 
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dell’ippocampo, un processo di plasticità sinaptica coinvolta nell’apprendimento e 
nella memoria (Kimura H. et al., 2005). Inoltre, l’H2S endogeno è coinvolto in 
processi neuro-protettivi: è degno di nota che una drammatica riduzione dell’enzima 
CBS, con conseguente caduta dei livelli di H2S, è stata osservata nel cervello post 
mortem dei pazienti affetti dal morbo di Alzheimer e, analogamente, il CSE è 
drasticamente ridotto a livello dello strato striato nei pazienti affetti dal morbo di 
Huntington e una enorme riduzione la si osserva anche in pazienti che dimostravano 
discinesie severe (Paul BD and Snyder SH, 2014). 
 Sistema gastroenterico: 
L’H2S regola la motilità gastro intestinale: infatti, causa un rilasciamento dose-
dipendente della muscolatura liscia dell’ileo e del colon. Poiché l’effetto è 
antagonizzato dai bloccanti dei canali KATP, allora si può supporre che il meccanismo 
di azione coinvolga questi canali. Accanto a questo effetto vasorilasciante, l’H2S 
esercita anche effetti anti nocicettivi (Fiorucci S. et al., 2006) e una recente scoperta 
di Margierowski ed i suoi collaboratori ha evidenziato che il solfuro di idrogeno gioca 
un ruolo protettivo nei confronti dello stomaco e dell’intestino tenue: infatti 
aumenta il flusso sanguigno gastrico, riduce la produzione di mediatori infiammatori 
e incrementa la produzione di prostaglandine, con il risultato di una effettiva 
protezione della mucosa gastrica contro le aggressioni associate a numerosi fattori, 
come farmaci, alcol e stress (Margierowski M et al., 2015). 
 Sistema respiratorio 
Le proprietà rilascianti del solfuro di idrogeno sono state valutate sulla muscolatura 
liscia bronchiale di ratto; sebbene l’attivazione dei canali KATP e l’incremento del 
cGMP siano chiaramente coinvolti nella modulazione del tono vascolare, il 
rilasciamento evocato dall’H2S nella muscolatura liscia bronchiale dei ratti non 
coinvolge questi meccanismi (Kubo S et al., 2007). Infatti in modelli sperimentali di 
asma di ratto e cellule mastocitarie RBL-2H3, si è dimostrato che l’H2S è coinvolto in 
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effetti anti asmatici largamente dati dall’inibizione della degranulazione dei 
mastociti (Roviezzo F. et al., 2015). 
 Tumori: 
Molte ricerche sugli effetti di H2S su differenti linee tumorali cellulari hanno 
evidenziato eterogenei meccanismi antitumorali, che sono considerati delle basi 
razionali per l’uso di fonti esogene del gas trasmettitore come una promettente 
strategia anticancro (Lee ZW. Et al., 2014); comunque, l’esatto ruolo esplicato dal 
solfuro di idrogeno nei tumori è complicato ed un poco controverso (Wu D. et al., 
2015). È noto che il solfuro di idrogeno esibisce un effetto ormetico: basse 
concentrazioni sono utili per la sopravvivenza, la crescita e la proliferazione delle 
cellule tumorali, mentre alte concentrazioni esplicano un effetto anti-proliferativo 
(Szabo C et al., 2013). 
 
1.5: H2S Donors 
Basandosi sulle attuali conoscenze delle azioni fisiopatologiche dell’H2S endogeno in 
molti sistemi dell’organismo, in particolare sul sistema cardiovascolare, la 
modulazione farmacologica di questo importante mediatore gassoso è diventata 
una sfida nella ricerca nel campo del “drug discovering”; composti esogeni sorgenti 
di H2S sono stati considerati come potenziali strumenti di studio e innovativi agenti 
farmacologici per una varietà di patologie a carico del sistema cardiovascolare. La 
somministrazione di solfuro di idrogeno gassoso è necessariamente limitata a causa 
della difficoltà del raggiungimento di un adeguato controllo posologico e per il 
rischio di overdose (con drammatiche conseguenze dovute alla tossicità dello stesso 
gas-trasmettitore). Perciò, l’uso di composti H2S donors sembrerebbe essere la 
strategia più promettente per poter sfruttare le azioni benefiche indotte dal solfuro 
di idrogeno (Reiffestein RJ et al., 1992). I composti donatori di solfuro di idrogeno 
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possono essere suddivisi in tre classi fondamentali: sali, composti naturali e 
composti di sintesi (Caliendo G. et al., 2010). 
1.5.1: Sali  
A condizioni fisiologiche (pH: 7,4), quantità significative di H2S e HS- coesistono ed 
entrambe le specie contribuiscono alle azioni biologiche proprie del solfuro di 
idrogeno (Hughes MN et al., 2009); perciò, i sali di HS- e gli anioni solfato sono 
effettivamente composti che generano solfuro di idrogeno dopo la protonazione in 
soluzione acquosa. NaHS è il prototipo dei primi H2S donors: è un sale a rapida 
donazione di solfuro di idrogeno largamente utilizzato a fini sperimentali; però, 
l’applicazione clinica di questo sale è rapidamente decaduta a causa del meccanismo 
di rilascio di solfuro di idrogeno troppo rapido, il quale causa diversi effetti 
collaterali come una acuta ed eccessiva caduta pressoria. È stato poi proposto il CaS 
(solfuro di calcio) come altra fonte inorganica di H2S e alternativa al NaHS (Li YF et 
al., 2009), anche se il rilascio e il meccanismo di azione sia pressochè uguale a NaHS. 
1.5.2: Composti di origine naturale 
 Composti derivati da Allium Sativum 
L’aglio è da tempo conosciuto per le sue proprietà benefiche a carico del sistema 
cardiocircolatorio e, sebbene il meccanismo di azione e l’attività fitoterapica erano 
inizialmente ignote, il consumo nella dieta di questo vegetale è stato associato ad un 
significativo decremento di fattori di rischio importanti, come stress ossidativo, 
ipertensione, colesterolo elevato, aggregazione piastrinica ecc. (Banerjee SK e 
Maulik SK, 2002). Evidenze convincenti hanno provato che i polisolfuri organici 
derivati dall’aglio (generalmente abbondanti nella famiglia delle Alliaceae) attuano 
un rilascio di solfuro di idrogeno e, infatti, le bio proprietà dell’H2S esprimono al 
meglio gli effetti benefici dell’aglio a carico del sistema cardiocircolatorio. L’alliina è 
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un amminoacido sulfureo che è abbondantemente presente nell’aglio e, quando se 
ne rompe uno spicchio, questa è convertita in diallil tiosulfinato (meglio noto come 
allicina) dall’enzima allinasi: 
                           
                                     Figura 10: sintesi dell’allicina 
Poi, l’allicina rapidamente decompone in molti altri composti organo solforici stabili, 
come il diallil disolfuro e diallil trisolfuro (Amagase H, 2006): 
  
                                 
Figura 11: sintesi dei polisolfuri 
I polisolfuri sono veri H2S donors e rilasciano il solfuro di idrogeno con un 
meccanismo relativamente lento che richiede la cooperazione di tioli endogeni 




            
Figura 12: meccanismo di rilascio di H2S da parte di diallil disolfuro 
Il gluatatione (GSH) puo’ interagire con i polisolfuri organici con un tipico scambio 
tiolo/disolfuro (Figura 11; via A); pero’, questa reazione di per sé non è prevista per 
la produzione di solfuro di idrogeno (Benavides GA et al., 2007). Per quanto riguarda 
i polisolfuri dell’aglio, la presenza di sostituenti allilici facilita altre reazioni GSH 
dipendenti che mediano la produzione di H2S. Seguendo queste vie, il glutatione 
attua una sostituzione nucleofila sul carbonio α del diallil polisolfuro generando S-
allil glutatione e allil pertiolo (Figura 11; via B); quest’ultimo può essere sottoposto a 
varie vie enzimatiche (Steudel R and Albertsen A, 1992; Munchberg U et al., 2007): 
1) Uno scambio tiolo/disolfuro con GSH che porta alla formazione di allil 
glutatione disolfuro e H2S (via C); 
2) Una sostituzione nucleofila da parte del GSH sul carbonio α, con produzione di 
S-allil glutatione e H2S2 (via D), il quale reagisce con GSH dando GSSH e H2S 
(via E) 
Inoltre, è degno di nota come anche l’allil glutatione disolfuro (risultante dalla via A 
e C) possa sottoporsi a sostituzione nucleofila da parte del GSH sul carbonio α (via F) 
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portando alla formazione di S-allil glutatione e GSSH, il quale è convertito in GSSG 
(glutatione ossidato) e H2S dalla reazione tiolo/disolfuro scambiato con GHS.  
 
1.5.3: Composti di origine sintetica 
Insieme ai composti precedentemente menzionati di origine naturale, che possono 
rappresentare un modello utile per il design di nuovi composti di sintesi dotati di 
proprietà ben calibrate di H2S donors, sono descritti in letteratura anche composti di 
sintesi: tra questi, il fosfinoditioato derivato GYY4137 (morpholin-4-ium 4-
methoxyphenyl-morpholino-phosphinodithioate) rappresenta un esempio allettante. 
 
                                              
Figura 13: struttura chimica di GYY4137 
Questo composto si comporta come un donatore lento di solfuro di idrogeno, abile 
di rilasciarlo spontaneamente in soluzione acquosa in condizioni di temperatura e 
pH fisiologici. In particolare, in buffer fosfato, a pH 7,4 e alla temperatura di 37°C, 
l’incubazione di GYY4137 denota una lenta e costante produzione di H2S, con un 
tempo di picco massimo in circa 10-15 minuti e un plateau costante, mentre NaHS 
mostrava un tempo di picco massimo nell’ordine di pochi secondi. Il rilascio di 
solfuro di idrogeno da parte di questa molecola sintetica è influenzato sia dal pH che 
dalla temperatura, in quanto è intensificato da valori acidi di pH e ridotta dalle basse 
temperature. Per quanto riguarda gli effetti farmacologici, il GYY4137 ha dimostrato 
di indurre un quasi totale rilasciamento delle cellule muscolari lisce in aorta isolata 
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di ratto, pre contratte mediante l’uso di fenilefrina; bloccanti dei canali KATP come la 
glibeclamide antagonizzano l’attività del composto. Degno di nota è il fatto che 
NaHS dimostra solo un parziale effetto di vasorilasciamento e con minor potenza, 
mentre GYY4137 causa un lento decremento della pressione sistolica sanguigna 
(circa 30-40 mmHg) (Li L. et al., 2008).  
Insieme a GYY4137, il reagente di Lawesson (un altro composto sulfidrato 
organofosforico) è stato usato come H2S donors in alcuni protocolli sperimentali: 
                                         
                    Figura 14: struttura chimica del reagente di Lawesson 
Questo composto, che è normalmente utilizzato in chimica organica per le reazioni 
di tionazione di gruppi carbonilici (Jesbergen M et al., 2003), ha dimostrato di 
accelerare la cicatrizzazione di ulcere gastriche indotte da acido acetico nei ratti e 
proteggere la mucosa gastrica dai danni indotti da etanolo con un meccanismo 
relativamente analogo all’attivazione dei canali KATP (Medeiros JV et al., 2009). 
 
1.5.4: H2S donors ibridi 
È noto che la terapia di patologie complesse spesso richiede attività farmacologiche 
simultanee su target recettoriali differenti: da una parte, questo problema è risolto 
dall’uso dei così detti “cocktail farmacologici”, composti da più farmaci con 
differenti meccanismi d’azione, e dall’altra parte è stato osservato che la casuale, 
non intenzionale e non prevista presenza di meccanismi di azione ancillari di certi 
farmaci può risultare in una più marcata efficienza terapeutica, facendo di questi 
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composti meno selettivi e più soddisfacenti rispetto alla alta selettività del singolo. 
Perciò, questa evidenza è stata presa come un forte sprono contro il paradigma “un 
farmaco un solo target”, portando ad un approccio rivoluzionario nel campo delle 
terapie mediche (Frantz S., 2005). 
L’omeostasi del sistema cardiocircolatorio ed in particolare la regolazione fisiologica 
delle funzioni emodinamiche sono processi attuati da un numero complesso di 
reazioni biologiche. Infatti, non è sorprendente il fatto che la ricerca farmacologica 
su questo sistema sia considerata come argomento ideale per la scoperta di 
composti multitarget. Questa ricerca ha prodotto un impressionante numero di 
molecole che avevano, simultaneamente, due o più target rilevanti (recettori e/o 
enzimi), fortemente coinvolti nel controllo delle funzioni cardiocircolatorie. 
Ovviamente, è stato dato un ruolo chiave inizialmente al NO per quanto riguarda 
quasi tutti gli aspetti relativi alla regolazione della circolazione sanguigna e ci si 
focalizzò quasi totalmente nella ricerca di ibridi farmacologici sviluppati da donatori 
ibridi dell’ossido nitrico combinati con “vecchi” farmaci convenzionali (sia attivi sul 
sistema circolatorio che altri) (Martelli A. et al; 2006; Martelli A et al, 2009). 
Recentemente l’H2S è stato visto come “il nuovo NO” (Sanderson K, 2009). Infatti, i 
due mediatori gassosi agiscono tramite differenti meccanismi di azione ma attuano 
una varietà di effetti finali comuni, come vasorilasciamento, attività antiaggregante 
piastrinica e cardioprotezione: perciò non è sorprendente che lo sviluppo di “NO-
ibridi” sia stato traslato al design di “H2S-ibridi” (Martelli et al., 2013). 
 
 
Farmaci NSAIDs (non steroidal anti-infiammatory drugs) H2s rilascianti 
I primi e più studiati esempi di farmaci rilascianti NO sono stati quelli 
antinfiammatori non steroidei (NSAIDs) rilascianti ossido nitrico, che sono stati 
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ottenuti tramite la coniugazione di NSAID di interesse con differenti tipi di molecole 
NO- donors (Wallace JL et al, 1994; Wallace JL et al, 1995; Cirino G et al, 1995). 
Questo concetto generale è stato poi applicato anche per il design di NSAIDs 
rilascianti H2S (Fiorucci S et al; 2007; Wallace JL, 2007) ottenuti mediante l’unione di 
NSAIDs con una molecola denominata DTT (5-(4-hydroxyphenyl)-3H-1,2-dithiole-3-
thione), che è, correntemente, la molecola rilasciante H2S più usata per la sintesi di 
ibridi farmacologici (Sparatore A et al., 2009; Li L et al., 2007). 
                             
                                  
                  
                                  Figura 15: ibridi NSAIDs rilascianti H2S 
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La valutazione dei parametri farmacocinetici dell’aspirina rilasciante solfuro di 
idrogeno ACS14 (ottenuta dalla coniugazione di DTT con l’acido acetil salicilico) 
mostrò, dopo somministrazione endovenosa, una rapida de-acetilazione 
prevalentemente dovuta a vie di metabolizzazione (Wallace JL et al., 2007). 
Mediante somministrazione orale, invece, la molecola produsse una significante 
riduzione dei livelli di produzione di cicloossigenasi nel plasma, con effetto più o 
meno equivalente a quello prodotto da dosi equimolari della semplice aspirina. In 
contrasto, ACS14 aveva abbassato le concentrazioni dell’8-isoprostano, considerato 
un indicatore dello stress ossidativo, indicando perciò che questo effetto è prodotto 
dalla molecola rilasciante H2S. Inoltre, i livelli plasmatici di glutatione e la sua 
concentrazione tissutale nel cuore e nell’aorta di ratto sono innalzati grazie alla 
ripetuta somministrazione orale di ACS14 (Sparatore A et al., 2009): inoltre, una 
somministrazione orale cronica dell’acido acetil salicilico porta, nei ratti, a 
significanti emorragie, effetto avverso che non si riscontra negli animali trattati con 
dosi equimolari di ACS14, indicando perciò che l’aspirina rilasciante solfuro di 
idrogeno è dotata di un migliorato profilo gastrico. 
Insieme ad ACS14, è stato descritto anche il diclofenac rilasciante H2S (Figura 15), il 
quale ha mostrato un migliore effetto antiinfiammatorio e una diminuzione della 
gastrolesività senza alterare i parametri dell’ematocrito (Wallace JL et al., 2007). 
Inoltre, il derivato H2S rilasciante del diclofenac ha mostrato anche un interessante 
effetto anti angiogenico (Isemberg JS et al., 2007). 
Infine sono stati riportati anche due farmaci derivati del naprossene, ovvero ATB-
345 e ATB-346: entrambi questi ibridi hanno dimostrato effetti antinfiammatori 
(comparabili con quelli esibiti dal naprossene stesso) uniti ad un estremamente 





Sartani H2S rilascianti 
I sartani sono farmaci comunemente usati nel trattamento farmacologico 
dell’ipertensione: questi agiscono sull’ultimo step del sistema proteolitico renina-
angiotensina tramite l’antagonismo con l’angiotensina II sul recettore AT1. Perciò, 
questi composti non sono direttamente implicati nel vasorilasciamento della 
muscolatura liscia vascolare o sull’azione antiaggregante piastrinica, ma questa loro 
azione farmacologica può essere sfruttata per il potenziamento degli effetti 
antipertensivi e/o per ridurre i fattori di rischio associati all’ipertensione stessa. 
Queste considerazione sono state prese sfruttate per lo sviluppo dei primi sartani 
donatori di ossido nitrico, che esibivano perciò un dualismo di azione mediante 
l’antagonismo recettoriale e la lenta donazione di NO (Breschi MC et al., 2004; 
Breschi MC et al., 2006). La strategia di traslazione ha portato alla sintesi di sartani 
rilascianti H2S (Sparatore A et al., 2008), ottenuti dalla coniugazione di DTT con una 
molecola di sartano: 
                                 
                   Figura 16: sartani rilascianti H2S   
Come è stato osservato dai sartani donatori NO, è ragionevole aspettarsi che anche 
questi composti donatori di H2S mostrino effetto di antagonismo recettoriale 
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arricchito con le proprietà benefiche del solfuro di idrogeno, come una azione 
vasorilasciante, un’attività antiaggregante piastrinica e un effetto cardioprotettivo 




Scopo della ricerca 
Il solfuro di idrogeno, inizialmente conosciuto solo come gas estremamente tossico, 
è dotato di una moltitudine di attività farmacologiche, esplicate in molti distretti 
dell’organismo, soprattutto per quanto riguarda il sistema cardiovascolare ed è per 
questo che, negli ultimi anni, si sta sviluppando ed accrescendo la ricerca di nuovi 
farmaci in grado di rilasciare il gas-trasmettitore in maniera esogena: fra le diverse 
molecole, recentemente si è accresciuto l’interesse per gli isotiocianati, molecole di 
origine naturale, che hanno dimostrato di agire come H2S-donor e di esibire 
significativi effetti sulla muscolatura liscia vascolare, determinando un 
vasorilasciamento dovuto all’attivazione di canali al potassio voltaggio dipendenti e 
ATP-dipendenti (Martelli A et al., 2013). 
Il lavoro di questa tesi sperimentale si è dunque focalizzato sull’approfondimento 
dell’attività di questi composti, in particolar modo del p-COOHPhNCS (para carbossi-
fenil isotiocianato), per il quale non si avevano ancora evidenze della sua azione di 
H2S donors a livello di substrato biologico (sono state utilizzate come substrato 
biologico cellule vascolari di muscolatura liscia di aorta umana, HASMC). Inoltre, è 
stata presa in considerazione anche un’altra categoria emergente di composti, 
aventi anch’essi proprietà di H2S donors, ovvero gli imminotioeteri, per i quali sono 
già state testate le proprietà di H2S donors mediante amperometria (dati non ancora 
pubblicati). Di tutti questi composti sono state valutate la quantità di rilascio del 
solfuro di idrogeno e la capacità iperpolarizzante di membrana su cellule HASMC. 
Gli isotiocianati sono composti di origine sia naturale, derivanti da una 
trasformazione mirosinasi mediata dei glucosinolati, metaboliti secondari di piante 
appartenenti alle Brassicaceae, una grande famiglia botanica che comprende molte 
46 
 
specie edibili (Dinkova-Kostova AT and Kostov RV, 20120), sia di origine sintetica. Per 
quanto riguarda l’attività di rilascio del H2S da parte degli isotiocianati di origine 
sintetica, questa è stata determinata mediante metodi amperometrici dal gruppo di 
ricerca presso il quale è stata svolta la tesi (Citi V. et al., 2014). 
Fra gli isotiocianati naturali è stata valutata la capacità di donare solfuro di idrogeno 
di: allil isotiocianato (AITC, altamente presente nella senape nera), benzil 
isotiocianato (BITC, altamente presente nel crescione, Lepidium Sativum L.), il 4-
idrossibenzil isotiocianato (HBITC, altamente presente nella senape bianca, Sinapis 
Alba) ed erucina (ERU, presente in differenti specie, come i broccoli; Brassica 
Oleracea e rucola, Eruca vesicaria). Inoltre, è stata valutata anche l’azione H2S donor 
del glucosinolato sinigrina (SIN, precursore di AITC) e del DADS (diallil disolfuro) 
(Martelli A et al., 2014). 






       
Figura 17: srutture di isotiocianati, glucosinolati e polisolfuri allilici identificati come 
H2S donor. 
In particolare, negli esperimenti di amperometria, il DADS, in presenza del substrato 
amminoacidico L-cisteina, ha determinato una lenta e relativa formazione di solfuro 
di idrogeno, con una Cmax attorno ai 20µM. Per quanto riguarda gli isotiocianati 
testati, ERU e BITC mostrano le piu’ deboli proprietà di rilascio di H2S: ERU e BITC si 
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sono mostrati degli H2S donors molto modesti sia in presenza che in assenza del 
substrato amminoacidico. AITC porta ad una significativa formazione di solfuro di 
idrogeno ma solo in presenza di L-cisteina; infatti, in assenza di questa, l’incubazione 
dell’isotiocianato porta alla formazione di basse concentrazioni di H2S.  
Tra gli altri derivati delle Brassicaceae testati, HBITC è il maggior H2S donors in 
quanto esibisce un marcato e significativo rilascio del solfuro di idrogeno. In 
particolare, in assenza di cisteina, l’incubazione di HIBCT è seguita ad un lento ma 
apprezzabile rilascio del gas trasmettitore (circa 10µM) e la co-presenza 
dell’amminoacido porta ad un marcato incremento del rilascio; il comportamento di 
HBITC, registrato in presenza di L-cisteina, è uguale a quello mostrato dal composto 
di riferimento naturale DADS negli studi precedenti (Martelli A et al.; 2013) ma, a 
differenza del DADS (che mostra un più debole rilascio di H2S in assenza di L-
cisteina), BITC ha mostrato un marcabile rilascio del gas trasmettitore anche in 
assenza del substrato amminoacidico. 
L’utilità delle Brassicaceae nella ricerca di principi attivi nutraceutici e fitoterapici 
applicabili nella prevenzione di importanti patologie quali il cancro e le malattie 
cardiovascolari è già stata riportata in letteratura (Dinkova-Kostova AT and Kostov 
RV, 2012). Sebbene questi effetti siano attribuibili ragionevolmente agli 
isotiocianati, l’esatto meccanismo non è ancora ben conosciuto, l’osservazione degli 
effetti benefici indotti da H2S assieme alla dimostrazione che gli isotiocianati sono 
H2S donors, sembra suggerire che le azioni terapeutiche di queste molecole siano da 
attribuire almeno in parte alle loro capacità di donare il solfuro di idrogeno. 
Sempre in questo ambito, sono state testate con metodologia amperometrica, le 
proprietà di altri isotiocianati, ovvero PhNCS, PhNCS–COOH, PhNCS–CH3, PhNCS–




Figura 18: struttura chimica degli isotiocianati di origine sintetica 
In assenza del substrato amminoacidico, tutti gli isotiocianati testati portano ad una 
formazione di solfuro di idrogeno in quantità trascurabile; in presenza di substrati 
organici, invece, l’incubazione di PhNCS porta ad un lento rilascio di solfuro di 
idrogeno. La presenza, in posizione para, del gruppo carbossilico (p-COOHPhNCS) 
causa un notevole incremento di rilascio di H2S cisteina mediata, senza interferire 
con la cinetica lenta caratteristica del processo, arrivando ad una Cmax pari a 35µM; 
invece, la presenza di un sostituente in orto sull’anello benzilico, causa un 
drammatico decadimento della proprietà di H2S donor: infatti PhNCS–CH3, PhNCS–
CF3 e PhNCS–iPr sono quasi completamenti inabili alla generazione del solfuro di 
idrogeno, anche in presenza del substrato amminoacidico L-cisteina. 
 
Figura 19: rilascio di H2S da parte di p-COOHPhNCS misurato con metodica 




Le evidenze amperometriche sono state poi dimostrate anche mediante esperimenti 
in vivo condotti su aorta di ratto dove, anche in questo caso, entrambi i composti 
(PhNCS e p-COOHPhNCS) hanno mostrato proprietà vasorilascianti. In questo lavoro 
di tesi si è testato il p-carbossifenil isotiocianato, in presenza di H2S donors lenti di 
riferimento, per valutare le sue proprietà in presenza di substrato biologico, in 
questo caso è rappresentato da cellule di muscolatura liscia di aorta umana 
(HASMC). 
Mediante i soliti esperimenti, sono stati altresì testati composti emergenti quali gli 
imminotioteri, composti aventi proprietà di lenti H2S donors in amperometria (dati 




Questi due composti sono caratterizzati da una struttura chimica ingombrante e dal 
gruppo imminotioetereo interposto in SM54 tra un anello benzenico e un anello 
tiofenico, mentre in IS313 tra due anelli benzenici, di cui uno metossi-sostituito. 
Questi, oltre alle caratteristiche strutturali, esibiscono anche cinetica di rilascio del 
solfuro di idrogeno differente: come mostrato da studi amperometrici, SM54 mostra 
un esiguo rilascio di H2S in assenza del substrato amminoacidico L-cisteina con valori 
che si attestano attorno a 0.10 ± 0,02%, mentre in sua presenza tale valore aumenta 
in maniera cospicua, fino ad un picco di 19.0 ± 4.9%. IS313, invece, mostra un più 
alto valore di rilascio di solfuro di idrogeno rispetto a SM54 in assenza di substrato 
biologico, con un picco di 1.18 ± 0.3%, mentre in presenza del substrato biologico L-
cisteina si assiste ad un incremento, seppur modesto rispetto a quello mostrato da 
SM54, del valore di rilascio del gas-trasmettitore, che si attesta attorno ad un valore 
di 7.2 ± 0.8%. per quanto riguarda la loro azione vasorilasciante, invece, i valori non 
si presentano così tanto scostati uno dall’altro: SM54 mostra un’attività 
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vasorilasciante che si attesta a valori di Emax pari a 99.7 ± 0.3%, mentre IS313 
presenta valori di Emax pari a 89.9 ± 3.3%. 
Visti i risultati amperometrici, in questo lavoro di tesi si è deciso di testare entrambi i 
composti, in concentrazioni differenti, su cellule muscolari lisce di aorta umana 
(HASMC), così da evidenziare e valutare la loro attività iperpolarizzazione della 
membrana e di rilascio del solfuro di idrogeno a livello cellulare sia da un punto di 
vista quantitativo, mediante l’ausilio di apposite sonde fluorescenti e un lettore 
spettrofluorimetrico, sia da un punto di vista qualitativo, mediante l’ausilio di un 





Materiali e metodi 
 
3.1: Materiali per la sperimentazione in vitro 
3.1.1: Colture cellulari 
In queste procedure sperimentali sono state utilizzate, come substrato biologico, 
cellule di muscolatura liscia di aorta umana (HASMC, human aorthic smooth muscle 
cells) (Invitrogen®): queste sono state opportunamente conservate ad una 
temperatura di -196° C all’interno di criotubi posti in un dewar contenente azoto 
liquido. La preservazione di tali cellule è stata ottenuta grazie alla preparazione di 
una opportuna soluzione di congelamento, composta dal mezzo di coltura 
addizionato ad una percentuale (10%) di dimetil solfossido (DMSO): il DMSO, a basse 
temperature, ha azione di criopreservante, ovvero aiuta a preservare le cellule da 
danni fisici quali formazione di cristalli di ghiaccio. Il mezzo di coltura, invece, 
costituisce un ambiente sierologico in cui le cellule si trovano in uno stato di 
quiescenza: grazie alla presenza della componente proteica, infatti, il mezzo sembra 
garantire un’azione protettiva nei confronti del danno cellulare causato dal processo 
di congelamento permettendo così di mantenere intatte le caratteristiche 
fisiologiche e biochimiche delle cellule. 
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                   Figura 20: Cellule di HASMC viste al microscopio ottico 
 
3.1.2: Mezzo di coltura 
Il mezzo di coltura (denominato Medium 231, Life Technologies®) utilizzato per 
favorire la conservazione e proliferazione delle cellule è un mezzo liquido e sterile 
concepito per agevolare la normale crescita delle HASMC. Il Medium 231 è un 
mezzo di base contenente varie componenti utili per la crescita cellulare, come 
amminoacidi essenziali e non essenziali, sali inorganici, glucosio etc.; questo deve 
essere opportunamente conservato in frigo (ad una temperatura di 4° C) per un 
tempo non superiore a 4 settimane ed utilizzato sotto cappa sterile a flusso laminare 
ogni qual volta sia necessario, previo riscaldamento a 37° C, effettuato mediante 
bagno termostato. 
Il mezzo di coltura utilizzato non contiene né fattori supplementari di crescita né 
antibiotici in grado di contrastare eventuali proliferazioni batteriche: per questo 
motivo, al momento dell’apertura della bottiglia del mezzo per il primo utilizzo è 
necessario addizionarlo di: 
 Una aliquota di 5 ml di una soluzione di penicillina/streptomicina (antibiotico e 
antifungino, rispettivamente), previa rimozione dello stesso volume di liquido di 
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mezzo di coltura (percio’ si avrà una concentrazione pari all’1% di miscela nel 
mezzo); 
 25 ml di un fattore di crescita costituito da componenti utili a incentivare la 
proliferazione cellulare; questo fattore è denominato SMGS (smooth muscle 
growth supplement, Life Technologies®). 
Il fattore di crescita supplementare (SMGS) è un liquido sterile, aliquotato in 
bottigliette da 25 ml ognuna, quantità necessaria ad essere addizionato a 500 ml di 
mezzo di coltura e garantire la sua azione. Esso è opportunamente conservato in 
congelatore e, al momento dell’utilizzo, viene scongelato grazie all’ausilio del bagno 
termostato e aperto sotto cappa a flusso laminare, così da garantire una ottimale 
sterilità; la composizione del fattore di crescita supplementare prevede ormoni, 
estratti di tessuti, insulina e FBS (fetal bovine serum), tutti ingredienti necessari per 
incentivare la crescita delle HASMC. 
Il tutto è preparato in ambiente sterile sotto cappa a flusso laminare e, una volta 
pronto, è conservato in frigo. 
 
3.1.3: Tampone utilizzato durante i protocolli 
sperimentali 
Nel corso degli esprimenti è stato utilizzato un opportuno tampone, denominato 
Buffer Standard, atto alla riequilibrazione del pH cellulare e a garantire l’equilibrio 
ionico. Questo tampone è stato preparato nel laboratorio di ricerca e prevede la 






         
         SOLUTO 
CONCENTRAZIONE         
(espressa in 
Moli/L) 
           
  Peso Molecolare 
               
             g/L 
HEPES 20mM 238,3 4,776 
NaCl 120mM 58,44 7,013 
KCl 2mM 76,56 0,419 
CaCl2 x 2H2O 2mM 147,82 0,296 
MgCl2 x 6H2O 1mM 203,31 0,203 
Glucosio 5Mm 198,17 0,991 
                              Tabella della composizione del Buffer Standard 
Per la relativa preparazione, le sostanze sono state pesate e sciolte in acqua 
bidistillata, posta sotto costante agitazione grazie ad una piastra magnetica e una 
barretta agitatrice; al termine, si è proceduto alla regolazione del pH ad un valore 
pari a 7,4, grazie all’ausilio di un pHmetro e la soluzione è stata conservata in frigo 
ed utilizzata per ogni protocollo sperimentale svolto, previo riscaldamento alla 
temperatura di 37°C mediante bagno termostato. 
 
3.1.4: Gelatina 
La gelatina è stata utilizzata nei protocolli sperimentali per aumentare l’adesione 
delle HASMC al fondo dei pozzetti delle piastre. È stata preparata in laboratorio 
mediante la seguente procedura: 1 g di gelatina suina è stata sciolta in 100ml di PBS 
(Phosphate Buffer Saline), agitando leggermente per amalgamare il tutto e favorire 
la solubilizzazione ed evitare la formazione di grumi. La soluzione è stata poi 
riscaldata su una piastra mantenendo il tutto sotto costante agitazione e ad una 
temperatura monitorata di circa 80°C (la soluzione non deve andare in ebollizione) 
per circa 1 ora. La soluzione così ottenuta è stata poi filtrata, aliquotata e conservata 
in frigo ad una temperatura di 4°C.  
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Al momento di ogni utilizzo è previsto il suo riscaldamento mediante bagno 
termostato, così che al momento dell’esperimento si presenti nel suo stato fisico di 
liquido. 
 
3.1.5: Sostanze utilizzate durante i protocolli 
sperimentali 
Durante gli esperimenti effettuati in questo lavoro di tesi sono state impiegate le 
seguenti sostanze: 
1) Sonde fluorimetriche: 
 DiBac4(3) (per la valutazione dell’iperpolarizzazione cellulare) 
(Sigma-Aldrich©); 
 WSP-1 (per la valutazione del rilascio di H2S) (3' - methoxy - 3 - oxo - 
3H - spiro [isobenzofuran - 1,9' - xanthen] - 6' - yl 2- (pyridin2 - 
yldisulfanyl) benzoate) (Cayman Chemical ©); 
2) Sostanze: 
 DMSO (Carlo Erba®) 
 Tripsina-EDTA soluzione 1x (Sigma Aldricht®); 
 NaHS (idrosolfuro di sodio) (composto H2S donor rapido di 
riferimento) (Sigma Aldrich®); 
 NS1619 (composto iperpolarizzante di riferimento) (Sigma Aldrich®); 
 SM54 (composto H2S donor in esame fornitoci dalla professoressa 
Rapposelli, sintetizzato presso il Dipartimento di Scienze 
Farmaceutiche dell’Università di Pisa, H2S donor) 
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 IS313 (composto H2S donor in esame sintetizzato presso il 
Dipartimento di Scienze Farmaceutiche dell’Università di Pisa e 
fornitoci dal professor Da Settimo) 
 p-COOHPhNCS (para-carbossifenil isotiocianato, isotiocianato H2S 
donor) (Fluorochem ®); 
 GYY4137 (composto H2S donor lento di riferimento) 
 DADS (disolfuro di diallile; composto H2S donor lento di riferimento) 
 
3.1.5: Soluzioni delle sostanze utilizzate durante i 
protocolli sperimentali  
Per ogni esperimento svolto sono state utilizzate differenti concentrazioni di ogni 
sostanza descritta nel precedente capitolo e, di conseguenza, sono stati adottati 
metodi differenti di preparazione delle stesse. Nello specifico: 
 NaHS: la sostanza è stata disciolta in un opportuno volume di veicolo così da 
ottenere una soluzione madre di 20mM (DMSO 10%) per poi raggiungere una 
concentrazione nel pozzetto pari a 1mM (DMSO 0,5%); 
 NS1619: la sostanza è stata disciolta in un opportuno volume di DMSO puro 
così da ottenere una soluzione madre di 2mM; si è poi operata una diluizione 
della madre con Buffer Standard in rapporto 1:10, rispettivamente, per 
ottenere una concentrazione pari a 200µm e, di conseguenza, 10µM nel 
pozzetto; 
 SM54: la sostanza è stata sciolta in DMSO puro così da ottenere una soluzione 
madre di 200mM; successivamente è stata effettuata una diluizione della 
madre in rapporto 1:10 con Buffer Standard, così da ottenere una 
concentrazione pari a 20mM e, di conseguenza, 1mM nel pozzetto. Per 
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ottenere concentrazioni minori, sono state effettuate diluizioni della soluzione 
a concentrazione di 20mm con veicolo così da ottenere una concentrazione 
pari a 6 mM e, di conseguenza, 300 µM nel pozzetto, e 2 mM, con 
conseguente concentrazione pari a 100 µM nel pozzetto; 
 IS313: la sostanza è stata sciolta in DMSO puro così da ottenere una soluzione 
madre di 200mM; successivamente è stata effettuata una diluizione della 
madre con Buffer Standard in rapporto 1:10, rispettivamente, così da 
ottenere una concentrazione pari a 20mM e, di conseguenza, 1mM nel 
pozzetto. Per ottenere concentrazioni minori, sono state effettuate diluizioni 
della soluzione a concentrazione di 20mm con veicolo così da ottenere una 
concentrazione pari a 6mM e, di conseguenza, 300 µM nel pozzetto, e 2mM, 
con conseguente concentrazione pari a 100 µM nel pozzetto; 
 P-COOHPhNCS: la sostanza è stata sciolta in DMSO puro così da ottenere una 
madre di 200mM; successivamente è stata effettuata una diluizione della 
soluzione madre con Buffer Standard in rapporto 1:10, rispettivamente, così 
da raggiungere una concentrazione pari a 20mM e, di conseguenza, 1 mM nel 
pozzetto. Per ottenere concentrazioni minori, sono state effettuate diluizioni 
della soluzione a concentrazione di 20mm con veicolo così da ottenere una 
concentrazione pari a 6mM e, di conseguenza, 300 µM nel pozzetto, 2mM, 
con conseguente concentrazione pari a 100µM nel pozzetto e 1mm, con 
conseguente concentrazione pari a 50µM nel pozzetto; 
 GYY4137: la sostanza è stata sciolta in DMSO puro così da ottenere una 
soluzione madre di 200Mm: successivamente, è stata effettuata una 
diluizione della madre con Buffer Standard in rapporto 1:10, rispettivamente, 
così da raggiungere una concentrazione pari a 20mM e, di conseguenza, 1mM 
nel pozzetto. Per ottenere concentrazioni minori, sono state effettuate 
diluizioni della soluzione a concentrazione di 20mm con veicolo così da 
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ottenere una concentrazione pari a 6mM e, di conseguenza, 300 µM nel 
pozzetto, e 2mM, con conseguente concentrazione pari a 100 µM nel 
pozzetto; 
 DADS: la sostanza liquida è stata sciolta in DMSO puro così da ottenere una 
madre di 200mM: è stata effettuata una diluizione della madre con Buffer 
Standard in rapporto 1:10, rispettivamente, così da raggiungere una 
concentrazione pari a 20mM e, di conseguenza, 1mM nel pozzetto. Per 
ottenere concentrazioni minori, sono state effettuate diluizioni della soluzione 
a concentrazione di 20mm con veicolo così da ottenere una concentrazione 
pari a 6mM e, di conseguenza, 300 µM nel pozzetto, e 2mM, con conseguente 
concentrazione pari a 100 µM nel pozzetto; 
Per quanto riguarda le sonde fluorimetriche utilizzate per gli esperimenti: 
 DiBac4(3): la sonda è stata sciolta in DMSO alla concentrazione di 500 µM e 
conservata in freezer aliquotata ad un volume di 400 µl per ogni eppendorf; al 
momento dell’utilizzo la sonda è stata scongelata mediante bagno 
termostatato e diluita in 10 ml di Buffer Standard così da ottenere la stessa ad 
una concentrazione di 2,5µM nel pozzetto; 
 WSP-1: la sonda è stata sciolta in DMSO alla concentrazione di 2mM e 
conservata in freezer aliquotata ad un volume di 400 µl per ogni eppendorf; al 
momento dell’utilizzo la sonda è stata scongelata mediante bagno 
termostatato e diluita in 3,8 ml di Buffer Standard così da ottenere una 
concentrazione della stessa pari a 100 µM nel pozzetto. 
 
3.2: Protocollo sperimentale 





 Trattamento cellulare (esperimento). 
Tutte le operazioni sono state svolte sotto cappa a flusso laminare previamente resa 
sterile dai raggi UV. Sono stati utilizzati sia strumenti asettici sottoposti a processo di 
sterilizzazione che materiale plastico presterilizzato monouso. Al fine di garantire la 
riproducibilità degli esperimenti si è reso inoltre necessario attenersi a metodiche 
sperimentali validate e ripetibili.   
  
 3.2.1: Scongelamento 
Lo scongelamento è l’operazione preliminare che ha come scopo quello di riportare 
a temperatura ambiente le cellule cosi’ da poterle coltivare in fiasca da 75 cm2 (T75) 
e farle proliferare in modo da averne un numero cospicuo per i successivi 
esperimenti. Questa operazione deve essere delicata ma, al contempo, deve essere 
completata nel minor tempo possibile in quanto il DMSO (presente nel mezzo di 
congelamento), che a temperature molto basse svolge azione di criopreservante, a 
temperatura ambiente è in grado invece di provocare un danno alle membrane 
cellulari. 
Le cellule, conservante in appositi criotubi in un dewar contenente azoto liquido che 
assicura una temperatura di -196°C, sono state prelevate, poste in ghiaccio e 
scongelate mediante ausilio del bagno termostatato. A scongelamento avvenuto, si 
procede a trasferire le cellule in una falcon (tubo graduato da 15ml con tappo a vite 
come chiusura) nella quale si aggiungono, goccia a goccia, 5-6 ml di mezzo di coltura 
(precedentemente riscaldato a 37°C), agitando di continuo per far riequilbrare le 
cellule con il nuovo mezzo. Si centrifuga la soluzione cellulare per 5 minuti a 1100 
rpm, così da eliminare tutta la soluzione di congelamento, compreso perciò il DMSO; 
terminata questa operazione, si aspira il surnatante mediante una pasteur collegata 
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ad una pompa a vuoto e si risospende delicatamente il pellet cellulare in pochi ml di 
mezzo di coltura. La soluzione così ottenuta viene quindi trasferita in una fiasca T75 
(Figura 21) in cui erano stati posti precedentemente 6/7 ml di mezzo di coltura 
fresco. 
Le cellule vengono infine poste in incubatore alla temperatura costante di circa 37°C 
alla presenza di una miscela di aria (95%) e CO2 (5%), condizioni ottimali per la 
crescita e proliferazione delle cellule. Nei giorni successivi il mezzo di coltura viene 
fornito alle cellule con regolarità così da garantirgli un apporto necessario di 
nutrienti e una giusta copertura antibiotica; l’operazione di cambio del mezzo 
prevede tre step: rimozione del mezzo vecchio mediante pasteur collegata ad una 
pompa a vuoto, lavaggio della fiasca con PBS (Phosphate Buffer Saline) così da 
rimuovere eventuali cellule morte e/o detriti cellulari e infine si procede ad 
immettere nella fiasca circa 10 ml di mezzo di coltura fresco. Tale metodica va 
continuata fino a che le cellule non raggiungono la confluenza, ovvero riempiono la 
superficie basale di tutta la fiasca. 
                                      








Il processo di piastratura si esegue il giorno prima dell’esperimento vero e proprio 
ed è il procedimento mediante il quale un numero preciso di cellule viene posto in 
ogni pozzetto di una piastra (Figura 22), ciascuno dei quali viene poi trattato con 
diverse concentrazioni delle sostanze secondo un planner prestabilito così da 
confrontare l’effetto dei diversi trattamenti sullo stesso numero di cellule. Il fondo di 
ciascun pozzetto è costituito da un pavimento trasparente ricoperto da un sottile 
strato di poli-L-lisina, il quale permette l’adesione cellulare. Le piastre utilizzate per 
le procedure sperimentali, dovendo lavorare in fluorescenza, sono nere con fondo 
trasparente. Per una delle procedure sperimentali descritte, poi, richiedendo un 
supporto adatto ad essere letto al microscopio in fluorescenza, sono state impiegate 
specifiche “slides” a otto compartimenti, ovvero vetrini sui quali sono montate 
specifiche pareti mobili e appositamente trattati per consentire le colture cellulari.                                                                                        
 
Figura 22: piastra multiwells da 96 pozzetti utilizzata per i protocolli sperimentali in 
fluorescenza 
 
Data la particolare delicatezza delle HASMC e la loro difficoltà nell’adesione al fondo 
del pozzetto, pima di poterle piastrare è necessario introdurre in ogni pozzetto 100 
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µl di gelatina all’1%, successivamente aspirata prima della piastratura, così da creare 
un sottile film che facilita l’adesione cellulare.  
Per staccare le cellule dalla fiasca, si aspira il mezzo di coltura vecchio mediante 
pasteur, si effettua il lavaggio della fiasca con PBS, così da eliminare ogni detrito 
cellulare e proteico e si procede poi ad 3 ml di Tripsina EDTA (la tripsina è un enzima 
in grado di degradare le membrane cellulari e di staccare le cellule dal fondo della 
fiasca mentre l’EDTA aumenta l’attività dell’enzima stesso chelando calcio e 
magnesio dalla superficie delle cellule) e, infine, si incuba per circa tre minuti, così 
che la tripsina faccia effetto. 
Una volta distaccate le cellule dal fondo della fiasca (si controlla lo stato delle cellule 
attraverso microscopio ottico), si procede a neutralizzare l’effetto proteolitico della 
tripsina introducendo all’interno della fiasca il mezzo di coltura fresco, in un volume 
pari a circa il doppio di quello della tripsina precedentemente utilizzato, così da 
evitare sia un eventuale danneggiamento delle membrane cellulari sia la possibile 
formazione di agglomerati di cellule (cluster) dovuti ad una parziale fusione delle 
membrane. Quindi si preleva la sospensione cellulare e la si trasferisce in una falcon; 
prima di porre in centrifuga, si prelevano 20 µl della sospensione e, mediante 
l’ausilio della Camera di Burker, si procede alla conta cellulare. 
 
Figura 23: Camera di Burker necessaria per la conta cellulare 
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Conta cellulare: mediante questa operazione si riesce a determinare il numero 
totale di cellule presenti nella sospensione. Le due celle della camera sono costituite 
ciascuna da 9 quadratini, ognuno dei quali contenente un volume pari a 0,1µl. 
Grazie alla Camera di Burker è quindi possibile risalire, mediante un semplice 
calcolo, al numero totale delle cellule in sospensione moltiplicando il numero di 
cellule presenti in ogni quadratino per 104 e poi per gli ml di sospensione ottenuti. 
 
Figura 24: dettaglio della Camera di Burker 
Successivamente, per determinare il quantitativo volumetrico da prelevare dalla 
sospensione per ottenere il numero di cellule che deve essere effettivamente 
piastrato, è necessario impostare una proporzione tra il numero di cellule totali e 
quello che si desidera seminare; considerato che in ogni pozzetto devono essere 
immessi 100 µL di sospensione, il volume ottenuto deve essere poi diluito in uno 
specifico quantitativo di mezzo di coltura che dipende dal numero di pozzetti da 
piastrare. Al termine della procedura, la piastra viene riposta nell’incubatore per 
consentire l’adesione delle cellule ai pozzetti seminati per l’esperimento mentre la 
sospensione cellulare in eccesso viene nuovamente trasferita in fiasca così da 
permettere alle cellule di crescere e di raggiungere la confluenza per l’eventuale 




3.2.3: Trattamento cellulare 
L’esperimento vero e proprio si svolge a 24 ore di distanza dalla piastratura, in modo 
da assicurare una perfetta adesione delle cellule al fondo dei pozzetti. In questo 
lavoro di tesi sono stati svolti tre differenti tipologie di esperimenti: 
1) Esperimento con la sonda fluorimetrica DiBac4(3): per valutare gli effetti 
iperpolarizzanti di membrana dei composti in esame; 
2) Esperimento con la sonda fluorimetrica WSP-1: per valutare la quantità di 
H2S rilasciato dai composti in esame; 
3) Esperimento con la sonda WSP-1 al microscopio a fluorescenza: per 
verificare, in maniera qualitativa, tramite immagini cellulari la fluorescenza 
data dall’interazione della sonda con l’H2S rilasciato dai composti in esame. 
In tutti gli esperimenti sono stati utilizzati composti di riferimento (quindi con 
attività ben nota in letteratura) così da valutare al meglio le varie azioni dei 
composti in esame. Gli esperimenti sono stati condotti al buio con l’ausilio di 
specifiche luci IR per non interferire con l’attività delle sonde fluorescenti. 
 
Esperimento con la sonda fluorimetrica Dibac4(3) 
Per questo protocollo sperimentale sono state piastrate 72’000 cellule per ciascun 
pozzetto su piastra nera. La soluzione della sonda è stata preparata 
estemporaneamente (come descritto nel capitolo 3.1.5). Dopo rimozione del mezzo 
di piastratura, si procede all’aggiunta in ogni pozzetto di 190 µl della soluzione della 
sonda DiBac4(3) alla concentrazione di 2,5µM, la quale è stata lasciata in incubazione 
con le cellule per circa 1 ora, in modo tale da consentire la distribuzione della sonda 
ai due lati della membrana cellulare. 
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                                  Figura 25: Struttura chimica di Dibac4(3) 
Infatti, la sonda Dibac4(3) (Bis-(1,3-Dibarbituric acid)-trimethine oxanol) è una sonda 
della famiglia dei bis-oxonoli anionici ed ha la caratteristica di distribuirsi ai due lati 
della membrana plasmatica a seconda del gradiente elettrochimico, ovvero 
seguendo il movimento degli anioni nei due versanti cellulari: 
 
Figura 26: Meccanismo di azione della sonda DiBac4(3). La sonda, all’interno della 
cellula (nella quale entra grazie alla depolarizzazione della membrana), si lega a 
specifici residui proteici ed emette fluorescenza analizzata poi allo 
spettrofluorimetro; all’esterno della cellula, invece, non emette fluorescenza. 
 
Dopo l’ora di incubazione, si effettuano le prime tre letture spettrofluorimetriche 
attraverso un lettore multipiastra (EnSpire, Perkin Elmer®) così da determinare i 
valori di fluorescenza basale; lo strumento è settato per leggere le emissioni ogni 2 
minuti e 30 secondi seguendo la lunghezza d’onda della fluoresceina (488 nm-520 
nm). Una volta rilevata la fluorescenza basale, si estrae la piastra dallo strumento e 







esame, ciascuno secondo la concentrazione richiesta dal protocollo sperimentale, e 
si pone nuovamente in EnSpire per la lettura della variazione della fluorescenza per 
un totale di 35 minuti. 
 
                          
Figura 27: rappresentazione schematica dell’esperimento 
 
In tutti gli esperimenti effettuati con questa metodica, le prime due triplette di 
pozzetti erano occupate, rispettivamente, da: 
 Veicolo (preparato con DMSO al 10% in Buffer Standard, così da ottenere una 
percentuale finale di DMSO pari allo 0,5%); 
 NS1619 (composto di riferimento per l’iperpolarizzazione; è un attivatore 
selettivo dei canali BK) alla concentrazione di 10 µM. 
I composti testati per valutarne l’iperpolarizzazione sono: 
 NaHS 1mM (composto fonte esogena e donatore rapido di H2S) 
 SM54 alle concentrazioni di 1mM, 300 µM e 100 µM (composto di sintesi 
donatore di H2S); 
 IS313 alle concentrazioni di 1mM, 300 µM e 100 µM (composto di sintesi 

















Esperimento con la sonda fluorimetrica WSP-1 
 
Figura 28: Struttura chimica della sonda WSP-1 
La sonda WSP-1 (Washington State Probe), rappresentata in figura, permette di 
rivelare la eventuale presenza di solfuro di idrogeno rilasciato dalle molecole 
nell’ambiente intracellulare; questa sonda, grazie alla presenza di un ponte disolfuro 
tra l’anello imidazolico e l’anello aromatico, reagisce rapidamente con il solfuro di 
idrogeno attraverso una reazione di sostituzione nucleofila, ottenendo così un 
prodotto caratterizzato sia dalla presenza di un gruppo SH libero sia da un gruppo 
estereo altamente elettrofilo: questo composto ciclizza spontaneamente a formare 
un benzoditiolone e rilascia un fluoroforo. Questa reazione è molto importante in 
quanto permette sia di catturare H2S come prodotto stabile ed analizzabile sia di 
studiare la cinetica di rilascio del gas, in quanto si sa che la quantità di fluorescenza 
emessa dal fluoroforo è direttamente proporzionale alla quantità di solfuro di 






Figura 29: meccanismo di azione della sonda WSP-1. Si nota come, in presenza del 
solfuro di idrogeno, la sonda si scinda e rilasci come prodotti il fluoroforo ed il 
benzoditiolone. 
     
 
Figura 30: particolare del meccanismo della sonda WSP-1. Qui si ha descrizione della 
specificità di azione propria della sonda: si nota come, in presenza di H2S, si ha 
produzione del fluoroforo e come, in presenza di residui cisteinici monosostituiti 
come cisteina e glutatione, si ottenga uno specifico intermedio che non è in grado di 
ciclizzare e, percio’, rilasciare il fluoroforo. 
 
La soluzione della sonda è stata sciolta in DMSO puro alla concentrazione madre di 
2mM e, successivamente, diluita estemporaneamente in Buffer Standard al fine di 
ottenere una concentrazione pari a 100µM.  
Al momento dell’esperimento, si procede alla rimozione del mezzo di piastratura e 
all’immissione in ogni pozzetto di 200 µl della soluzione della sonda e si incuba per 
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circa 30 minuti. Successivamente, si procede alla rimozione della soluzione della 
sonda e all’immissione di 190 µl di Buffer Standard in ogni pozzetto; a questo punto 
si effettua una prima lettura fluorimetrica alla lunghezza d’onda della fluoresceina 
(480nm-520nm) che andrà a costituire il basale della fluorescenza: lo 
spettrofluorimetro è settato per una lettura ogni 5 minuti. Quindi, si procede 
all’aggiunta di 10 µl dei diversi composti in esame, ciascuno alla concentrazione 
richiesta dal singolo protocollo sperimentale, e si pone nuovamente la piastra in 
EnSpire e si procede alla lettura per 1 ora. 
 
 
Figura 31: schema dell’esperimento con la sonda WSP-1 
 
 Per la valutazione del rilascio di H2S sono stati utilizzati: 
 Composti di riferimento: 
 GYY4137 (composto di riferimento come H2S donor lento) 
 DADS (di-allile disolfuro) (H2S donor lento di riferimento) 
 Composti da testare: 
 IS313 alle concentrazioni di 1mM, 300 µM e 100 µM (composto di 
sintesi donatore di H2S); 
 SM54 alle concentrazioni di 1mM, 300 µM e 100 µM (composto di 
sintesi donatore di H2S); 
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Esperimento al microscopio a fluorescenza 
Per effettuare una valutazione qualitativa delle proprietà di H2S donor dei composti 
in esame, l’esperimento descritto sopra (mediante impiego della sonda WSP-1) è 
stato condotto anche in modo tale da poter effettuare la rilevazione della 
fluorescenza mediante immagini, ottenute grazie all’impiego di un microscopio a 
fluorescenza del laboratorio di fisiologia del Dipartimento di Farmacia dell’Università 
di Pisa. 
In questo protocollo si è utilizzata una piastra particolare denominata Culture Slides 
(BD Falcon®): 
 
Figura 32: Culture Slide 
Questa particolare piastra è dotata di otto pozzetti, è fatta di polistirene e presenta 
sul fondo un vetrino da microscopio, adeso alla camera mediante un adesivo 
biocompatibile, il quale verrà successivamente staccato dai bordi dei pozzetti per 
permettere l’analisi al microscopio. 
Per il nostro protocollo sperimentale ogni pozzetto è stato piastrato con 30’000 
cellule, per un volume totale di 200µl, e si è incubata la slide per 24 ore; per 
facilitare l’adesione delle cellule al fondo dei pozzetti, questi sono stati pre-trattati 
con gelatina. Passate 24 h dalla piastratura, si procede alla rimozione del mezzo di 
coltura e all’incubazione delle cellule con la sonda WSP-1 alla concentrazione di 
100µM in un volume totale di 200 µl, per 30 minuti. Successivamente, si procede 
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alla rimozione della sonda e all’introduzione di 380 µl di Buffer Standard e di 20 µl 
dei composti in esame, ciascuno alla concentrazione prevista dal singolo protocollo 
sperimentale, ed il tutto è stato incubato per un’ora. Terminata l’ora, i pozzetti sono 
stati lavati con 200 µl di PBS, così da rimuovere al meglio ogni traccia dei composti: 
questa operazione è stata ripetuta per due volte e il PBS è stato lasciato agire per 
circa 3 minuti ogni volta. Successivamente ai lavaggi, ciascun pozzetto è stato 
incubato con 200 µl di Soluzione di Bowin (soluzione composta da una miscela di 
acido acetico, formaldeide e acido picrico) per circa 10 minuti, così da fissare le 
cellule al fondo della slide. 
Al termine dell’incubazione col fissativo, sono stati eseguiti altri due lavaggi con PBS 
e sono state poi staccate le pareti della camera dal vetrino del microscopio, così 
come mostrato nella Figura 33: 
 
Figura 33: rimozione delle pareti della Culture Slide: la piastra è fissata su un 
supporto adeguato, nel quale è fatta passare una sottile lingua di plastica che 
procede al distaccamento delle pareti, in quanto si interpone tra il vetrino da 
microscopio e la base delle pareti stesse 
 
A questo punto, nei quadrati rimasti nel vetrino è stato posto un olio a base di 
glicerolo (all’interno del quale è stato sciolto ioduro di propidio, sostanza che 
permette di evidenziare i nuclei cellulari), quindi sul vetrino è satto adagiato un altro 
vetrino coprioggetto, in maniera delicata e facendo attenzione a non fare bolle, e le 
72 
 
due componenti sono state sigillate con dello smalto. Al termine della procedura, i 
vetrini così ottenuti sono stati analizzati mediante l’ausilio del microscopio a 
fluorescenza (mostrato in Figura 34) e le foto delle cellule HASMC in presenza di 
veicolo (DMSO 0,5%), SM54 300 e 100µM, DADS 300 e 100µM, p-COOHPhNCS 300, 
100 e 50µM sono state acquisite per la rilevazione quantitativa della liberazione di 
H2S. 
 
Figura 34: Microscopio a fluorescenza 
 
 
3.2.4: Analisi dei dati delle colture cellulari 
Tutti i protocolli sperimentali che hanno richiesto l’impiego dello spettrofluorimetro 
sono stati condotti in modo tale che a ciascun dato registrato per le cellule trattate e 
non fosse sottratto il corrispettivo “bianco”, ossia il valore della fluorescenza 
registrato negli appositi pozzetti contenenti lo stesso trattamento (o veicolo) ma 
privi delle cellule. 
In tutti gli esperimenti riguardanti la valutazione dell’iperpolarizzazione e il rilascio 
dell’H2S l’assorbanza è stata misurata ad una lunghezza d’onda pari a 450 nm-520 
nm mediante il lettore multipiastra EnSpire (Perkin Elmer®); in particolare, 
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nell’esperimento con la sonda DiBac4(3), i valori acquisiti sono stati espressi come 
variazione di fluorescenza, calcolata con la seguente formula: 
ΔF= (Ft – F0)/F0 
Dove F0 è la fluorescenza di base prima dell’aggiunta dell’agente iperpolarizzante 
mentre Ft è la fluorescenza al tempo t dopo l’aggiunta dell’agente iperpolarizzante. 
I grafici così ottenuti sono stati poi rielaborati ricavandone l’area sotto la curva 
(AUC) e infine i dati di tutti i composti in esame sono stati espressi come AUC 
percentuale rispetto al valore di AUC del composto di riferimento NS1619 alla 
concentrazione di 10µM. 
Nel caso degli esprimenti con la sonda WSP-1 le differenti quantità di H2S rilasciato 
dai composti sono state espresse come indice di fluorescenza (FI) e messe a 
confronto con i valori del veicolo. 
Tutti gli esperimenti sono stati condotti in triplicato e ripetuti almeno tre volte e per 
l’elaborazione e analisi dei dati è stato impiegato il software Graph Pad Prism 6.0. 
L’analisi statistica è stata condotta mediante test statistico t di Student; un livello di 
P<0.05 è stato considerato come limite di significatività statistica (*P<0.05; 






Risultati e discussione 
Questo lavoro di tesi è stato dunque finalizzato alla caratterizzazione di composti 
quali imminotioeterei e isotiocianati per quanto riguarda la loro azione 
iperpolarizzante di membrana e la loro capacità di rilascio di solfuro di idrogeno, 
quando si trovano a contatto con un substrato biologico, che in questo caso è stato 
rappresentato da cellule muscolari lisce di aorta umana (HASMC). La valutazione 
degli effetti H2S donors di questi composti è stata effettuata mediante tecniche di 
elettrofisiologia indiretta con l’ausilio di sonde fluorimetriche che, in un caso (sonda 
DiBac4(3) riflettevano la capacità di iperpolarizzazione data dai composti stessi, in 
quanto una iperpolarizzazione di membrana determinava un decremento della 
fluorescenza basale grazie all’uscita della sonda dall’ambiente intracellulare, mentre 
nell’altro caso (sonda WSP-1), riflettevano la quantità di solfuro di idrogeno 
realmente rilasciata, in quanto la sonda reagisce con il solfuro di idrogeno 
determinando un incremento della fluorescenza basale.  
Per la valutazione di entrambi gli aspetti di tutte le molecole in esame sono stati 
usati composti di riferimento, quindi con attività già ben nota in letteratura, così che 
si avesse un termine di paragone per definire al meglio le varie attività: per quanto 
riguarda l’iperpolarizzazione di membrana sono stati utilizzati il composto NS1619, 
benzimidazolone attivatore dei canali BK che determina un’iperpolarizzazione 
efficace e ripetibile con meccanismo non H2S donor, e NaHS, donatore esogeno e 
rapido di H2S in grado di rilasciare il gas sia in presenza sia in assenza di substrati 
biologici; per quanto riguarda la quantità di rilascio di solfuro di idrogeno, sono stati 
impiegati composti aventi proprietà di lenti H2S donor, ovvero il diallil solfuro 
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(DADS), composto di origine naturale derivante dall’aglio, e il GYY4137, composto 
sintetico donatore di H2S, le cui azioni sono già state caratterizzate in letteratura. 
Infine, assieme alla valutazione quantitativa, si è proceduto anche ad una 
valutazione di tipo qualitativo mediante l’ausilio di un microscopio a fluorescenza, 
così da poter ottenere immagini relative alla donazione di H2S all’interno delle 
cellule durante i trattamenti ed evidenziare così ancor meglio il meccanismo di 
azione dei composti. 
 
4.1: Metodica con sonda WSP-1 
 Confronto tra DADS e GYY4137 
 L’attività di questi composti, per quanto riguarda i dati amperometrici di rilascio di 
solfuro di idrogeno, sono già bene noti in letteratura (Citi et al., 2014); in questo 
protocollo sperimentale si è voluto evidenziare la quantità di rilascio effettiva del 
gas trasmettitore su cellule di muscolatura liscia di aorta umana:                                                           
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Grafico 1: Variazione della fluorescenza nel tempo (FI: indice della fluorescenza) in 
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Grafico 2: Variazione della fluorescenza nel tempo (FI: indice della fluorescenza) in 
cellule HASMC, in seguito a trattamento con veicolo (linea nera) e GYY4137 1 mM 
(linea gialla). 
 
Come si evince dai grafici, l’incubazione di DADS alla concentrazione di 300µM 
(assunto come standard) ha portato ad un progressivo, lento e tempo dipendente 
incremento del rilascio di solfuro di idrogeno, quindi di emissione di fluorescenza 
WSP-1 indotta, la quale raggiunge un picco massimale dopo 60 minuti pari ad un 
valore di 5064 ± 453 (valore espresso in unità arbitrarie di fluorescenza, FI). 
L’incubazione di GYY4137 ha portato, invece, a modesti incrementi del rilascio di 
solfuro di idrogeno, quindi della fluorescenza WSP-1 indotta, nonostante l’alta 
concentrazione pari a 1mM: la fluorescenza ha raggiunto un picco massimale 
anch’essa dopo 60 minuti, raggiungendo valori che si attestano attorno a 1508 ± 105 
(FI). 
Degno di nota è il fatto che in vitro, perciò in misurazione amperometrica, i due 
composti mostravano profili farmacologici simili e poco differenti tra loro: 
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 DADS: mostrava rilascio di H2S cisteina-indotto lento e progressivo con 
raggiungimento dello stady state circa al 2% rispetto alla concentrazione di 
DADS impiegato (Citi V. et al.; 2014); 
 GYY4137: mostrava il medesimo profilo cinetico con raggiungimento dello 
stady state intorno all’1% rispetto alla concentrazione di GYY4137 
impiegata. 
Invece, in caso di presenza di substrato cellulare, si nota prima di tutto la differenza 
di cinetica dei due composti per quanto riguarda il rilascio di H2S, ma ancora più 
evidente è la differenza sostanziale della quantità di gas trasmettitore che viene 
rilasciata dai due composti: in questo caso, il DADS mostra un rilascio quasi 
quintuplicato rispetto a quello dato dal GYY4137, mentre dai dati amperometrici 
emerge che il primo aveva un rilascio pari a solo il doppio dell’altro. 
Questo differente comportamento dei due composti potrebbe essere giustificato da 
un fattore farmacocinetico, che vede favorire il DADS in quanto composto neutro, 
privo di carica elettrica, percio’ agevolato nell’attraversamento della membrana 
cellulare rispetto al GYY4137. Il GYY4137 presenta infatti carica elettrica, in quanto è 
un sale, ed inoltre la sua parte H2S donor porta la carica anionica e risulta molto 
ingombrante, perciò il suo ingresso nella cellula è reso difficile sia dall’ingombro 
sterico sia dal gradiente elettrico sfavorevole (valore di potenziale di membrana 
negativo). 
Il dato emerso dalla spettrofluorimetria è inoltre avvalorato dal dato qualitativo 
emerso dall’analisi delle cellule al microscopio a fluorescenza:  




Pannello 1: foto al microscopio a fluorescenza di cellule trattate con la sonda WSP-1 
e veicolo e DADS alle concentrazioni di 300µM e 100µM. 
Nel pannello è possibile notare come il DADS, alle concentrazioni di 300 e 100µM, 
evidenzi una fluorescenza (in verde) a livello del citosol della cellula HASMC, 
denotando perciò la sua capacità di attraversare la membrana delle cellule ed 
esplicare l’azione di H2S donor all’interno delle stesse cellule; per quanto riguarda, 
invece, GYY4137, non si hanno dati qualitativi in quanto la sua analisi al microscopio 
a fluorescenza non mostrava alcuna fluorescenza, proprio a causa della sua scarsa 
penetrazione a livello cellulare. 
 
p-COOHPhNCS: 
Questo isotiocianato presenta, in studi amperometrici (Martelli A. et al.; 2014), una 
attività di H2S donor con profilo cinetico simile ma più lento e quantitativamente 
maggiore rispetto ai composti precedentemente citati: infatti determina un rilascio 
di solfuro di idrogeno lento, progressivo e costate con raggiungimento di uno steady 
state attorno a valori del 3-4% rispetto alla concentrazione di p-COOHPhNCS 
somministrata. Per quanto riguarda l’analisi quantitativa su cellule di muscolatura 
liscia di aorta umana (HASMC), il suo comportamento è perfettamente in accordo 
coi dati amperometrici precedentemente citati: 
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Grafico 3: Variazione della fluorescenza nel tempo (FI: indice della fluorescenza) in 
cellule HASMC, in seguito a trattamento con veicolo (linea nera) e p-COOHPhNCS alle 
concentrazioni di 300 µM (linea viola) e 100µM (linea rosa).  
Si osserva infatti che l’incubazione di due differenti concentrazioni dell’isotiocianato 
dimostrano un graduale, progressivo e tempo dipendente rilascio di solfuro di 
idrogeno, quindi un incremento di fluorescenza WSP-1 mediata, che si attesta a 
valori di circa 9282 ± 380 (FI).  
A conferma del dato quantitativo l’analisi al microscopio a fluorescenza mostra 




Pannello 2: immagini al microscopio a fluorescenza di cellule trattate con WSP-1 e 
veicolo (DMSO 0,5%) e p-COOHPhNCS alle concentrazioni di 300, 100 e 50µM. 
È evidente che, rapportando le immagini relative alle tre concentrazioni differenti 
dell’isotiocianato, si ha: 
 p-COOHPhNCS 300µM: dato di fluorescenza poco evidente; 
 p-COOHPhNCS 100µM: fluorescenza evidente a livello del corpo cellulare; 
 p-COOHPhNCS 50µM: fluorescenza presente ma meno evidente a livello del 
corpo cellulare. 
La decadenza di fluorescenza che si osserva alla concentrazione più alta 
dell’isotiocianato può far pensare che, a tale concentrazione, il composto inizi a 




Infine, l’analisi della fluorescenza WSP-1 indotta è stata condotta sui composti H2S 
donors di natura imminotioeterea: SM54 e IS313. Già in amperometria (dati non 
ancora pubblicati), questi due composti presentavano profili cinetici differenti tra 
loro; questi dati sono stati confermati mediante l’analisi quantitativa:                      
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Grafico 4: Variazione della fluorescenza nel tempo (FI: indice della fluorescenza) in 
cellule HASMC, in seguito a trattamento con veicolo (linea nera) e IS313 1mM (linea 
blu). 
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Grafico 5: Variazione della fluorescenza nel tempo (FI: indice della fluorescenza) in 
cellule HASMC, in seguito a trattamento con veicolo (linea nera) e SM54 1mM (linea 
rossa). 
 
Infatti dai grafici 4 e 5 si evince che IS313, dopo incubazione di un’ora alla 
concentrazione di 1mM, porta ad una formazione lenta, graduale e tempo 
dipendente del solfuro di idrogeno, quindi ad incremento della fluorescenza WSP-1 
indotta, che però sembra non aver ancora raggiunto un livello di plateau anche dopo 
il tempo di incubazione di un’ora; in termini quantitativi la fluorescenza raggiunta e 
quindi il rilascio di H2S sono analoghi a quelli già osservati con DADS. Il valore 
raggiunto dopo l’incubazione si attesta a circa 6713 ± 1045 FI. 
SM54, invece, mostra anch’esso un rilascio lento, graduale e tempo dipendente del 
solfuro di idrogeno, quindi un incremento della fluorescenza sonda mediata, ma in 
maniera molto più marcata rispetto al composto precedente (quasi due ordini di 
grandezza maggiori), raggiungendo valori che si attestano a circa 215388 ± 17650 
(valori espressi in unità arbitrarie di fluorescenza, FI). 
Il dato quantitativo non è però coerente con quello che è emerso mediante l’analisi 




Pannello 3: immagini al microscopio a fluorescenza di cellule trattate con WSP-1 e 
veicolo (DMSO 0,5%) e SM54 alle concentrazioni di 300 e 100µM e IS313 alle 
concentrazioni di 300 e 100µM. 
Infatti, dal pannello 3 emerge che: 
 IS313 presenta evidente fluorescenza intracellulare in entrambe le 
concentrazioni testate; 
 SM54 esprime evidente fluorescenza solo alla concentrazione minore, ovvero 
a 100µM, mentre alla concentrazione più alta si ha un decadimento della 
fluorescenza emessa. 
Il comportamento di SM54 riconduce a quello manifestato dal p-COOHPhNCS: cio’ 
indica che questo imminotioetere, a concentrazioni elevate, potrebbe manifestare 
citotossicità. 
 
4.2: Metodica DiBac4(3) 
Con questa metodica si è valutato il comportamento dei composti per quanto 
riguarda la capacità di iperpolarizzare la membrana cellulare evento eletrofisiologico 
che, nelle cellule di muscolatura liscia vascolare, produce vasorilasciamento. 
A tal fine, è stato utilizzato il composto di riferimento NS1619 il quale, con 
meccanismo indipendente al rilascio di H2S che è in grado di iperpolarizzare la cellula 
muscolare liscia vascolare e di determinare un vasorilasciamento legato 
all’attivazione dei canali BK, con i quali si ha generazione di forti correnti 
iperpolarizzanti; questo composto è considerato perciò un agente iperpolarizzante 
di riferimento al quale rapportare l’attività dei composti in esame. Insieme a NS1619 
come composto di riferimento, si è anche utilizzato NaHS, quale fonte di H2S rapido, 
sia in presenza che in assenza di substrato biologico: come già documentato in studi 
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precedenti (Martelli A et al; 2013). Questo sale, a concentrazione pari a 1mM, ha 
dimostrato modesta attività iperpolarizzante che è risultata all’incirca pari a 21,6 ± 
10% rispetto all’attività mostrata da NS1619: ciò indica che, come già suggerito da 
studi precedenti, donatori con attività di rilascio di solfuro di idrogeno lenta e 
progressiva possono portare ad effetti iperpolarizzanti piu’ marcati rispetto a 
donatori piu’ efficaci ma con meccanismo di rilascio rapido. 
 
DADS e GYY4137 






















































































Grafico 6: AUC dell’iperpolarizzazione data dai composti DADS e GYY3147 
Dal grafico si evince che sia GYY4137, testato a tre concentrazioni crescenti, che 
DADS, testato alla sola concentrazione di 300µM, hanno portato a significativi effetti 
di iperpolarizzazione di membrana:  
 DADS: effetto pari a 58,7 ± 5,9% rispetto al composto di riferimento NS1619; 
 GYY4137: effetto pari a: 
85 
 
 1mM: 84,4 ± 8,3% 
 300µM: 41,8 ± 18,1% 
 100µM: 22,2 ± 2,2% 
Questi dati sono interessanti soprattutto per quanto riguarda l’azione di GYY4137, il 
quale nel protocollo di registrazione quantitativa di rilascio di H2S WSP-1 mediata, 
aveva dimostrato un rilascio poco significativo di H2S ma dimostra; invece, in questo 
protocollo, significativi effetti di iperpolarizzazione di membrana: ciò può suggerire 
due considerazioni: che occorrano concentrazioni molto basse di H2S (quindi appena 
rilevabili mediante fluorescenza) per l’attivazione dei canali voltaggio dipendenti 
responsabili della iperpolarizzazione della membrana, oppure che il composto 
eserciti la sua azione iperpolarizzante agendo su target posizionati sul lato 
extracellulare della membrana e quindi riesce ad indurre l’effetto anche a fronte di 
























































































Grafico 7: AUC dell’effetto di p-COOHPhNCS a differenti concentrazioni 
Questo isotiocianato aveva mostrato buone capacità di rilascio di solfuro di idrogeno 
nel protocollo sperimentale di valutazione della fluorescenza WSP-1 mediata; alla 
valutazione dell’azione iperpolarizzante di membrana, il p-COOHPhNCS ha mostrato 
un chiaro effetto iperpolarizzante concentrazione-dipendente sebbene i valori 
ottenuti si siano rivelati inferiori rispetto a quelli prodotti dal composto di 
riferimento NS1619: 
 p-COOHPhNCS 300µM: valori pari a circa 49,5 ± 5%; 
 p-COOHPhNCS 100µM: valori pari a circa 26,6 ± 2,7% 
Ciò potrebbe confermare il fatto che non ci sia esatta corrispondenza tra rilascio del 



































































































Grafico 8: AUC relativa all’iperpolarizzazione indotta dai composti SM54 e IS313 a 
varie concentrazioni 
Come si evince dal grafico, c’è una netta differenza nel comportamento 
iperpolarizzante di SM54 e di IS313 e il loro effetto in questo protocollo non 
rispecchia la quantità di H2S misurata tramite il protocollo della fluorescenza WSP-1 
indotta. 
Infatti, SM54, che mostrava una imponente produzione di solfuro di idrogeno, 
produce effetti iperpolarizzanti chiaramente concentrazione dipendenti, ma che 
nell’insieme risultano decisamente minori rispetto a quelli espressi dal composto di 
riferimento NS1619: 
 SM54 1mM: valori pari a 36,1 ± 5,1% 
 SM54 300µM: valori pari a 14,7 ± 3,5% 
 SM54 100µM: valori pari a 0,6 ± 0,6% 
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IS313, invece, mostra comportamento inverso: dall’analisi quantitativa della 
fluorescenza WSP-1 indotta si evinceva che il composto determinasse un lento e 
graduale rilascio del gas trasmettitore che raggiungeva, dopo un’ora, indici di 
fluorescenza modesti o comunque inferiori rispetto a quelli di SM54, mentre nel 
caso dell’attività iperpolarizzante si nota che IS313 produce effetto concentrazione 
dipendente paragonabile, e alla concentrazione più alta addirittura superiore a 
quello espresso dal composto di riferimento NS1619: 
 IS313 1mM: 148,8 ± 2,1% 
 IS313 300µM: 84,9 ± 17,2% 





Visti i presupposti, i protocolli sperimentali e i risultati ottenuti, dal lavoro di tesi 
svolto si può evincere quanto segue: 
 In questa tesi si è messa a punto una tecnica innovativa su cellule vascolari di 
muscolatura liscia di aorta umana (HASMC) che ha permesso di valutare e 
quantificare la generazione di H2S, da parte di composti di nuova sintesi come gli 
imminotioeteri SM54 e IS313 o di origine commerciale come p-COOHPhNCS, 
identificati prima d’ora come H2S donor ma solo in vitro, in soluzioni tampone 
prive di substrato biologico. Tale valutazione è stata condotta sia da un punto di 
vista quantitativo misurando la fluorescenza grazie all’ausilio di uno 
spettrofluorimetro, sia da un punto di vista qualitativo con l’acquisizione di 
immagini nelle quali è stata evidenziata la fluorescenza generata dall’interazione 
di H2S e WSP-1 a livello intracellulare, grazie all’ausilio di un microscopio a 
fluorescenza; 
 Il lavoro di questa tesi ha permesso anche di valutare le proprietà iperpolarizzanti 
in esame e delle relative molecole di riferimento. Da tali studi è emerso che tutti i 
composti testati hanno dimostrato proprietà iperpolarizzanti concentrazione-
dipendenti ma l’entità della iperpolarizzazione indotta si è dimostrata molto 
diversificata per i tre composti in esame e non sempre correlata con la quantità 
di H2S rilasciato; 
 A conferma di quanto già rilevato da studi presenti in letteratura (Martelli et al.; 
2013), emerge come non ci sia ancora una chiara e diretta corrispondenza tra 
produzione di solfuro di idrogeno ed effetto iperpolarizzante di membrana ma 
piuttosto sembrano giocare un ruolo chiave due aspetti fondamentali: la cinetica 
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